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POVZETEK 
 
Rak ima velik vpliv na družbo po vsem svetu in predstavlja enega najpogostejših vzrokov 
smrti. Samo v letu 2018 so zabeležili 18,1 milijona novih primerov te kompleksne bolezni. 
Ravno zato je nenehen velik poudarek na raziskovanju novih zdravilnih učinkovin, ki bi jih 
lahko uporabili pri učinkovitem zdravljenju rakavih obolenj. Topoizomeraze so encimi, ki 
sodelujejo pri spreminjanju topoloških oblik molekule DNA, in so potrebne za celično 
preživetje in delitev celic. Pomemben predstavnik je človeška DNA topoizomeraza IIα (topo 
IIα), ki je poznana in dobro validirana tarča protirakavih učinkovin. Učinkovine, ki zavirajo 
aktivnost topoizomeraze IIα, razdelimo glede na mehanizem delovanja, in sicer na strupe 
topo IIα in katalitične zaviralce. Zaradi kardiotoksičnosti in indukcije sekundarnih tumorjev, 
ki jih opazimo predvsem pri uporabi strupov topo IIα, je vse večji poudarek na razvoju 
alternativnih katalitičnih zaviralcev topo IIα.   
V magistrski nalogi smo na podlagi predhodnih podatkov o odnosu med strukturo in 
delovanjem (SAR) 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov na topo IIα izbrali štiri izhodne 
spojine A-D in na njihovi osnovi sintetizirali novo serijo analogov, ki bi lahko delovali kot 
katalitični zaviralci topo IIα s predvideno vezavo v vezavno mesto za ATP. Reakcije so 
potekale preko amidoksima, ki smo ga sintetizirali iz N-(3-cianofenil)acetamida s pomočjo 
hidroksilamonijevega klorida in trietilamina, in ga O-acilirali. Nato smo s ciklizacijo O-
aciliranih amidoksimov pripravili ustrezno substituirane 1,2,4-oksadiazole, na koncu pa še 
izvedli hidrolizo amidne vezi. Vse spojine smo ovrednotili s spektroskopskimi metodami. 
Sintetizirali smo skupaj 11 spojin, ki smo jih predhodno izbrali na osnovi racionalnega 
načrtovanja, ter jih biološko ovrednotili z uporabo relaksacijskega testa HTS.  
Izmed na novo testiranih sintetiziranih oksadiazolov je 5 spojin pokazalo zaviralne lastnosti 
z vrednostmi IC50 pod 1000 µM. Najboljše rezultate je imela spojina 14, z vrednostjo IC50 
186,3 μM. S tem smo potrdili, da sulfonska skupina lahko ugodno vpliva na zaviralno 
aktivnost topo IIα. Kot prvi smo pokazali, da tudi oksadiazolski derivati z nesubstituirano 
aminsko skupino lahko inhibirajo topo IIα. Za spojino 14 smo z molekulskim sidranjem 
postavili tudi model intermolekularnih interakcij te spojine z vezavnim mestom za ATP na 
N-terminalni domeni topo IIα in tako študirali medmolekulsko prepoznavanje. Za to spojino 
smo izvedli tudi test citotoksičnosti MTS na človeški liniji raka dojke MCF-7  in pokazali, 
da spojina lahko zavira rast rakavih celic z EC50 54,5 μM. Opaženo citotoksično delovanje 
x 
 
spojine je v istem velikostnem razredu kot delovanje strupa topo II etopozida, ki ga 
uporabljamo v klinični praksi, in za katerega smo določili EC50 12,6 µM.  
V nalogi smo pridobili nove informacije o 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolih kot 
zaviralcih topo IIα, ki bodo služile za nadaljnji razvoj te skupine spojin do potencialno novih 
protirakavih učinkovin.  
Ključne besede: rakavo obolenje, topoizomeraza IIα, 1,2,4-oksaziazolski obroč, 
optimizacija spojin 
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ABSTRACT  
 
Cancer has a major global impact on all human society around the world and is one of the 
most common causes of death. Only in 2018 18.1 million new cases of this complex disease 
were reported. Because of this resason there exsits a constant emphasis on exploring new 
active substances that can be used in the effective treatment of cancer. Topoisomerases are 
molecular motors that enable topological changes of the DNA molecule and are necessary 
for cell survival and cell division. An important representative is the human DNA 
topoisomerase IIα, which is a well-known and validated anticancer target. Inhibitors of 
human topoisomerase IIα are divided according to the mechanism of action, into established 
topo II poisons and an emerging group of catalytic inhibitors. Because of the cardiotoxicity 
issues and possible induction of secondary tumors observed primarily during  the clinical 
use of topo II poisons, there is a growing emphasis on the development of catalytic IIα  
inhibitors expoiting alternative mechanisms of action. 
In this Master's thesis, on the basis of the previously aquired Structure-Activity Relationship 
data (SAR) of the 3,5-disubstituted 1,2,4-oxadiazoles chemical class on the topo IIα enzyme, 
four starting compounds A-D were selected to guide the sythesis of a new small series of 
analogs that could act as catalytic inhibitors of topo IIα targeting the ATP binding site. The 
reactions commenced with the amidoxyme starting compound, which was then O-acylated. 
Subsequently, a cyclization was carried out to afford a 1,2,4-oxadiazole ring, and at the end 
the hydrolysis of the amide bond was performed. All compounds were characterized  by 
spectroscopic methods. Altogether 11 target compounds were synthesized, which were 
biologically evaluated using the HTS relaxation test. 
Of  all tested oxadiazoles, 5 compounds showed inhibitory properties, with the IC50 values 
below 1000 μM. The best results were found for a compound 14, with an IC50 value of 186.3 
μM. This confirmed that the sulfone group can favorably contribute to the topo IIα inhibitory 
activity. For the first time oxadiazole derivatives with a free amine group that showed  
inhibition activity on topo IIα were also discovered . For compound 14, a binding model was 
also generated by docking the molecule in the ATP binding site of the topo IIα N-terminal 
domain and thus intermolecular recognition was studied. A cytotoxicity MTS assay on the 
human breast cancer cell line MCF-7 was performed for this compound and revealed that 
this compound inhibits the growth of breast cancer cells with the EC50 54,5 μM, which is in 
xii 
 
the same order of magnitute as clinically used topo II poison etoposide for which an EC50 of 
12.6 µM was determined. 
In this work, we obtained valuable new information regarding the 3,5-disubstituted 1,2,4-
oxadiazoles as topo IIα inhibitors, which will serve to further develop this group to 
potentially new anticancer agents. 
Key words: cancer, topoisomerase IIα, 1,2,4-oxaziazole ring, compound optimization
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1. UVOD 
 
1.1  RAKAVA OBOLENJA: PREGLED, NASTANEK, 
UGOTAVLJANJE IN ZDRAVLJENJE 
 
Rak je skupina bolezni, katerim je skupna nekontrolirana rast celic v različnih organih, ki za 
ta organ nimajo fiziološke funkcije. Nastali tumor slabša fiziološke funkcije prizadetih tkiv 
in organov. Rakave celice se lahko širijo po telesu, tvorijo oddaljene zasevke oz. metastaze 
in počasi sledi propad organizma (1).  
Ocenjujejo, da se je globalno breme raka leta 2018 povečalo na 18,1 milijona novih primerov 
in 9,6 milijona smrtih žrtev. Po vsem svetu eden od petih moških in ena od šestih žensk zboli 
za rakom v času svojega življenja. Naraščajoče breme raka je posledica več dejavnikov, med 
drugim tudi rasti in staranja prebivalstva, kot tudi socialnega in gospodarskega razvoja 
človeštva. Najpogostejši so rak pljuč, dojk in rak debelega črevesja (2).  
Hanahan in Weinberg sta v dveh, za področje rakavih obolenj ključnih publikacijah, 
definirala šest značilnih znakov rakavih obolenj (Slika 1). To so biološke lastnosti, 
pridobljene med večstopenjskim kompleksnim razvojem človeških tumorjev, ki jih morajo 
pridobiti celice, da postanejo rakaste (3). Med te lastnosti uvrščamo: vzdrževanje 
proliferativne signalizacije, izogibanje nadzora rastnih zaviralcev, aktivacija invazije in 
metastaziranje, omogočanje replikativne nesmrtnosti, sprožitev angiogeneze in odpornost na 
celično smrt (4). 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Značilne lastnosti rakavih celic (povzeto po 3). 
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Kasneje sta tem celičnim lastnostim dodala še genomsko nestabilnost in mutacije, vnetje, ki 
ga vzpodbuja tumor, izogibanje imunskemu uničenju ter deregulacijo celične energije (3). 
Za zgodnje odkrivanje rakavih obolenj lahko uporabimo različne pristope. Pri razvoju 
rakavih obolenj se pričnejo sproščati določene biološke molekule, ki jih imenujemo tumorski 
označevalci. Le-te lahko uporabimo za zgodnje odkrivanje raka. Tumorski označevalci so 
snovi, ki jih izločajo rakave ali druge telesne celice, kot odgovor na prisotnost rakavih celic 
ali drugih določenih nerakavih sprememb. Večino tumorskih označevalcev tvorijo normalne 
celice, včasih pa so to lahko tudi samo rakaste celice. Njihov nivo se v organizmu bistveno 
poveča, kadar se razvije rakavo obolenje (5). Določanje tumorskih označevalcev se lahko 
opravi v tkivih ali v telesnih tekočinah (ascitna ali plevralna tekočina) in serumu. Njihovo 
klinično uporabo lahko na splošno razvrstimo v 4 skupine: presajanje in zgodnje odkrivanje, 
diagnosticiranje, napoved terapevtskega odziva ter spremljanje in ponovitev bolezni (6). 
Tumorski označevalci so običajno nepopolni kot presejalni testi za odkrivanje rakavih 
obolenj (7). Navkljub temu pa nam lahko vseeno pomagajo pri ugotavljanju, kdo je bolj v 
nevarnosti za razvoj bolezni (8). 
Opredeljenih je bilo veliko število tumorskih označevalcev, vendar žal ne obstaja 
»univerzalni« tumorski označevalec, ki bi odkril katerokoli vrsto raka (5). Tumorske 
označevalce delimo v dve veliki skupini. Prva skupina so tumorski označevalci, ki izhajajo 
iz malignih celic; to so molekule, ki jih proizvajajo neoplastične celice. Druga skupina so 
tumorski označevalci, ki se izločajo pod vplivom malignih celic; praviloma so to metabolni 
in/ali imunološki produkti normalnih telesnih celic (Preglednica I) (9).  
Preglednica I: Delitev tumorskih označevalcev (9). 
Pri preiskavah zdravnik vzame vzorec tkiva, za katerega sumi, da je rakavo ali pa ustrezno 
telesno tekočino in le-to pošlje v laboratorij, kjer se uporabijo različne metode za merjenje 
Tumorski označevalci, ki izhajajo 
iz malignih celic
•hormoni (humani horionski gonadotropin)
•onkofetalni antigeni (alfafeto protein)
•izoencimi (prostatična kisla fosfataza)
•specifični proteini (imunoglobulini)
•mucini in drugi glikoproteini
•onkogeni in njihovi produkti (proto-
onkogen tirozin-protein kinaza Src)
•drugi (poliamini)
Tumorski označevalci, ki se izločajo 
pod vplivom malignih celic
•feritin
•imunski kompleksi
•encimi (laktat-dehidrogenaza, glutamat-
dehidrogenaza)
•beljakovine akutne faze 
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ravni tumorskih označevalcev. NCI (Nacionalni inštitut za rakave bolezni) nima smernic za 
samo uporabo tumorskih označevalcev, so pa smernice razvile nekatere nacionalne in 
internacionalne organizacije (5).  
Trenutno idealnega tumorskega označevalca še ni. Tri najpomembnejše značilnosti 
tumorskega označevalca so, da je zelo specifičen za določen tip tumorja, da zagotovi hitro 
klinično diagnozo in mora biti občutljiv za preprečevanje napačnih pozitivnih rezultatov. 
Preskus, ki se uporablja za odkrivanje, bi moral biti cenovno dostopen in sprejemljiv za 
ciljno populacijo. Najpogostejša metoda, ki se danes uporablja, je serološki encimski test 
(6). 
Ko enkrat diagnosticiramo rakavo obolenje, se lahko poslužimo več različnih principov 
zdravljenja (Slika 2). Pri zdravljenju raka gre v prvi vrsti za uničenje oziroma odstranitev 
nastalega rakavega tkiva, vendar pri tem ne smemo bistveno poškodovati zdravega 
okoliškega tkiva, da ne ogrozimo zdravja pacienta (1).   
 
 
             Uveljavljeno zdravljenje                                                 Novosti  
Slika 2: Najpogostejši pristopi pri zdravljenju rakavih obolenj. 
Najbolj pogosto je kirurško zdravljenje. Ta pristop je najbolj učinkovit pri majhnih tumorjih, 
ko še ni prišlo do invazije in metastaziranja. 
Zelo pomembno je tudi ali lahko tumor odstranimo, ne da bi preveč poškodovali okoliško 
tkivo (npr. možganski tumorji). Drugi način lokalnega zdravljenja je radioterapija, kjer se 
uporablja ionizirajoče sevanje. To povzroči prelome DNA in s tem poškoduje celice, 
prepreči pa tudi njihovo delitev. Najpogosteje uporabljeni so gama in X-žarki. Tretji način 
zdravljenja je kemoterapija. Kemoterapija uporablja različne vrste naravnih ali umetno 
pridobljenih spojin, ki imajo protitumorski učinek ter delujejo na celoten organizem, zato 
govorimo o sistemskem zdravljenju (1).  
Prve učinkovine za kemoterapijo so se pojavile v začetku 20. stoletja. Začeli so zamenjevati 
žveplo z dušikom, da bi zmanjšali reaktivnost iperitov. Iperite so prvotno uporabljali kot 
bojni strup, pri uporabi pa so opazili prekinjeno regeneracijo krvnih celic v kostnem mozgu, 
kirurško 
zdravljenje
radioterapija kemoterapija
hormonsko 
zdravljenje
biološke 
terapije
genske 
terapije
tarčna zdravila
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kar so povezali z zdravljenjem levkemije. Z modifikacijami so odkrili in razvili številne 
alkilirajoče citostatike. Kasneje se tej prvi skupini pridruži še drugi razred učinkovin, kot so 
antimetaboliti, rastlinski alkaloidi, citotoksični antibiotiki in drugi (10).  
Problem oziroma glavni izziv kemoterapije je doseganje selektivne toksičnosti. V zadnjih 
desetletjih je poudarek predvsem na razvoju in sintezi selektivnejših učinkovin (10). 
Hormonska terapija (antihormonsko zdravljenje) se uporablja pri hormonsko odvisnih 
rakavih obolenjih. Tak primer sta recimo rak dojke in prostate. Hormoni lahko pospešijo 
izražanje določenih genov in s tem pospešijo nastanek rakavega obolenja. Z zdravili pa lahko 
preprečujemo nastanek ali aktivnost teh hormonov (npr. tamoksifen) (11). Hormonska 
terapija se lahko uporablja tudi pri drugih vrstah raka kot podporna terapija. Poznamo še 
biološke terapije (npr. citokina interlevkin-2 in interferon-α), genske terapije in tarčna 
zdravila (npr. sorafenib), kar so novejši pristopi zdravljenja raka in zato predmet intenzivnih 
raziskav in razvoja tako v farmacevtski industriji kot v akademskih institucijah (1, 12). 
1.2 ČLOVEŠKE DNA TOPOIZOMERAZE: TARČE PROTIRAKAVIH 
ZDRAVILNIH UČINKOVIN 
 
Encimi iz družine DNA topoizomeraz imajo ključno vlogo pri spreminjanju topologije 
molekule DNA. Omogočajo ločitev verig DNA in so potrebne za uspešen proces 
transkripcije in replikacije (13).  
Pri procesu podvajanja molekule DNA pride do odpiranja dvovijačne DNA s pomočjo 
encima helikaza. Encimi in proteini replikacijskega kompleksa pomagajo polimerazi DNA 
dodajati komplementarne nukleotide. Pri odpiranju verige DNA pride pred replikacijskimi 
vilicami do dodatnega zvijanja DNA, kar imenujemo superzvitje (ang. supercoiling). Če bi 
se ta proces nadaljeval, bi se zaradi prevelikega mehanskega pritiska ustavil proces 
replikacije. Zato so pomembne topoizomeraze, ki omogočajo razreševanje tega stanja in 
sprostitev mehanskega stresa (14).   
DNA topoizomeraze so encimi, imenujemo jih lahko tudi molekulski motorji, ki so 
odgovorni za razreševanje topoloških sprememb (15). Topoizomeraze so razvrščene v dve 
večji skupini: topoizomeraze tipa I in tipa II. Oba tipa sta prisotna tako v evkariontskih kot 
prokariontskih organizmih in sta ključna za njihovo preživetje. Med topoizomerazama I in 
II je malo homolognih zaporedij (16). Še natančneje DNA topoizomeraze delimo v 5 družin: 
IA, IB, IC, IIA, IIB.  
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Encimi tipa I cepijo eno verigo v dvoverižni molekuli DNA in tako omogočijo prehod ene 
verige skozi odprtino. Na tem delu se dvojna vijačnica odvije, rezultat pa je eno superzvitje 
manj. Za svoje delovanje ne potrebujejo energije v obliki hidrolize  molekule ATP (13, 14). 
Topoizomeraza tipa II transportira dvovijačno verigo DNA skozi drugo cepljeno verigo 
DNA. Vse topoizomeraze tipa II potrebujejo za uspešno katalizo tega procesa energijo, ki se 
sprosti pri hidrolizi dveh molekul ATP (17). Konkretno topoizomeraze tipa II omogočajo 
sproščanje dodatnih zavojev, razpletanje in razvozlanje DNA (18). Shematski prikaz 
nekaterih topoloških sprememb, ki jih katalizirajo topoizomeraze II, lahko vidimo na Sliki 
3.  
 
Slika 3: Topološke spremembe molekule DNA, ki jih katalizirajo topoizomeraze tipa II  (povzeto po: 18). 
 
Topoizomeraza, s katero se bomo ukvarjali v tej nalogi, je človeška topo II, ki se nahaja v 
dveh oblikah: α in β. Imata ločen genski zapis ter se razlikujeta v velikosti, afiniteti do 
različnih topoloških oblik molekule DNA, kot tudi kako se izražata v celicah. V hitro delečih 
se tkivih je bolj prisotna oblika alfa, medtem ko se beta izraža enako tudi v mirujočih celicah. 
Med potekom celičnega cikla se njuna koncentracija spreminja; koncentracija topo IIα je 
največja v delečih se celicah, topo IIβ pa prevladuje v nedelečih se celicah in celicah pred 
mitozo (18). 
Popolna struktura človeške DNA topoizomeraze IIα trenutno še ni poznana. Leta 2012  je 
prof. James Berger s sodelavci rešil prvo kristalno strukturo celotne DNA topoizomeraze 
tipa II iz kvasovke Saccharomyces cerevisiae (19). Pri evkariontih je DNA topoizomeraza 
tipa II homodimer, sestavljen iz dveh enakih podenot dolgih okoli 1500 aminokislin (20) 
(Slika 4). N-končni del (oz. N-terminalna domena) vsebuje vezavno mesto za ATP (zato ga 
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imenujemo tudi ATPazna domena) ter skupaj z drugim monomerom tvori N-vrata. 
Strukturno ga uvrščamo v družino encimov GHKL, kamor spadajo naslednji proteini: giraza, 
Hsp90, histidin-kinaze in proteini Mutl (15, 18). Med N- in C-končnim delom se nahaja 
centralna enota z DNA-vrati. DNA-vrata vsebujejo TOPRIM-domeno 
(topoizomeraza/primaza), mesto za vezavo Mg2+ionov, WHD-domeno (winged helix 
domain), ki vsebuje tirozin aktivno mesto, in TOWER-domeno, ki omogoča interakcijo z 
drugim monomerom tega dimera. C- končni del vsebuje C-rep in kontrolira prehod T-
segmenta DNA. Na koncu je še CTD-domena, ki omogoča post-translacijske modifikacije 
(15).  
                                                 
Slika 4: Kristalna struktura celotne DNA topoizomeraze tipa II iz kvasovke Saccharomyces cerevisiae (PDB: 
4GFH ) (levo), konformacija nehidrolizirajočega analoga ATP AMP-PNP v vezavnem mestu za ATP človeške 
topo IIα (PDB:1ZXM) (desno). 
Za boljše razumevanje strukture in funkcije človeške DNA topoizomeraze IIα so določili 
tudi kristalno strukturo človeške topoizomerazne ATPazne domene v kompleksu z adenozin 
5'-(β,γ-imido)trifosfatom (AMP-PNP, nehidrolizirajoči ATP derivat). V kristalni strukturi 
ATPazna domena tvori dimer z molekulo AMP-PNP, ki ju povezuje vodikova vez. Vezavno 
mesto za ATP je oblikovano v obliki črke T, ki je sestavljena iz treh vezavnih (pod)žepkov. 
V prvem »adeninskem« žepku sta najpomembnejši aminokislini Asn91 in Asn120, ki se 
vežeta z adenozinskim delom ATP. Asn91 sodeluje tudi v interakciji s katalitičnim ionom 
Mg2+. V drugem »sladkornem« žepku sta ključni aminokislini Ser148 in Ser149, ki 
N-vrata 
DNA-vrata 
C-vrata 
vezavno mesto 
za ATP 
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interagirata s sladkornim (riboznim) delom ATP. V tretjem »fosfatnem« žepku pa najdemo 
Ala167, Gly166, Lys168, Tyr 165 in Thr147, ki interagirajo s fosfatnim delom (Slika 4) (21, 
22). 
Topoizomeraze tipa II delujejo preko katalitičnega cikla, ki je shematsko prikazan na Sliki 
5. Topoizomeraza potrebuje za svoje delovanje Mg2+ ione in dve molekuli ATP. Encim veže 
in cepi G (gate) -segment DNA ter s tem omogoči, da lahko preide T (transportiran) -segment 
skozi kratkoživi kompleks encim-DNA. Najprej se veriga G veže na DNA-vrata, nato pa se 
na vsako ATPazno mesto veže molekula ATP. Tako se zaprejo N-vrata in drugi T-segment 
je ukleščen in pripravljen za transport. V prisotnosti Mg2+ tirozin iz vsakega 
topoizomeraznega monomera (Tyr804) interagira s fosfodiestrsko vezjo štiri bazne pare 
narazen in odpre G-segment ter tvori kratkoživi kovalentni kompleks med encimom in DNA. 
Tako lahko T-segment DNA preide skozi odprt  G-segment DNA. Te reakcije so reverzibilne 
in ohranijo zaporedje DNA nespremenjeno. V normalnih pogojih je nastali kompleks 
kratkotrajen. V naslednjem koraku poteče ponovna ligacija na verigi G in ena molekula ATP 
se hidrolizira do ADP, kar povzroči odprtje C-vrat. V šestem koraku se veriga T sprosti iz 
encima in C-vrata se zaprejo. Na koncu se hidrolizira še druga molekula ATP in se odprejo 
N-vrata, veriga G in obe molekuli ADP pa se lahko sprostijo z encima. Tako je encim 
pripravljen na nov cikel (13, 18).  
 
Slika 5: Shema katalitičnega cikla topoizomeraze tipa II (povzeto po: 13). 
 
Kljub številnim študijam, obstaja še kar nekaj vprašanj v zvezi s katalitičnim ciklom 
topoizomeraze tipa IIα neodgovorjenih. Navkljub znanim kristalnim strukturam na primer 
še vedno ne vemo natančno, kako so posamezne regije encima obrnjene druga proti drugi. 
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Prav tako je še popolnoma nepojasnjeno, kako odprtje molekule DNA stimulira hidrolizo 
ATP (23).  
1.3 ZAVIRALCI DNA TOPOIZOMERAZE IIα 
 
1.3.1 STRUPI TOPO II  
 
Človeška DNA topoizomeraza IIα je uveljavljena in validirana tarča za zdravljenje več vrst 
raka. Glede na mehanizem delovanja lahko zaviralce topoizomeraze IIα razdelimo v dve 
skupini: strupi topo II, ki so že dobro uveljavljeni v klinični praksi in spremenijo encim po 
vezavi v močan celični toksin, ter novejša skupina katalitičnih zaviralcev (18).  
Večino protitumornih zaviralcev topoizomeraze IIα  predstavljajo strupi topo II, njihovo ime 
izpeljemo iz njihovega mehanizma delovanja, saj pretvorijo funkcionalne topoizomeraze II 
v »smrtonosne« toksine (strupe), ki inducirajo prelome verig DNA, kar vodi do apoptoze 
tumorskih celic (21). V Sloveniji je v tej skupini registriranih 5 spojin, ki delujejo preko tega 
mehanizma (Slika 6). Kovalentni kompleks med DNA in encimom je pri cepitvi G-segmenta 
DNA kratkotrajen, saj je ponovna ligacija DNA bolj favorizirana kot njena cepitev. 
Topoizomerazni strupi pa stabilizirajo ta kratkotrajni kompleks, ki tako postane za celico 
toksičen in regulatorni mehanizmi hitro sprožijo proces apoptoze (18). Zdravila lahko torej 
delujejo tako, da zmanjšajo sposobnost encima, da religira razcepljeno DNA, lahko pa tudi 
povečajo hitrosti razcepitve DNA (24). 
Strupe delimo naprej na kovalentne, ki še niso v terapevtski uporabi, in nekovalentne. 
Nekovalentne delimo naprej na interkalatorje (doksorubicin, mitoksantron), ki se lahko 
reverzibilno vrinejo med bazne pare DNA in motijo encim pri transkripciji DNA in 
replikaciji, ter neinterkalatorje (etopozid, teniposid, kinoloni), ki tvorijo šibkejše vezi z DNA 
in bolj sodelujejo pri sami stabilizaciji kompleksa topo II-DNA (18). Etopozid in amsakrin 
sta tudi močna zaviralca religacije (24).   
Doksorubicin je najbolj razširjen strup topo II in se uporablja predvsem pri zdravljenju 
začetnih stanj raka dojke. Epirubicin je aktivni izomer doksorubicina, ki se hitreje izloča, s 
čimer so omejili neželene učinke doksorubicina (25). Idarubicin se uporablja pri zdravljenju 
akutne mielogene levkemije in se bolje absorbira skozi črevo kot doksorubicin, kar omogoča 
peroralno uporabo, prav tako pa še ni takšne odpornosti tumorjev na to zdravilo (26, 27).  
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Slika 6: Kemijske strukture strupov topoizomeraze IIα, ki jih uporabljamo v Sloveniji. 
Kljub temu da so strupi topo II zelo učinkoviti pri zdravljenju različnih tumorjev, je njihova 
uporaba neobhodno povezana z mnogimi neželenimi učinki. Najresnejša toksičnost 
povezana z antraciklini je kardiotoksičnost ter indukcija sekundarnih tumorjev. Mehanizem, 
na katerem temeljijo kardiotoksični učinki antraciklinov, je tvorba  radikalov, ki poškodujejo 
srčne celične membrane. Radikali povečajo proizvodnjo endotelijskega dušikovega oksida, 
kar povzroči apoptozo v miocitih. Problem je tudi, da tumorji pogosto postanejo odporni na 
delovanje več zdravil, zato govorimo o rezistenci na zaviralce topoizomeraz (26, 28). Tudi 
pri uporabi neinterkalatorjev, kot je npr. etopozid, opazimo mnoge neželene učinke: 
indukcijo sekundarnih tumorjev, supresija kostnega mozga, slabost, bruhanje, itd. (29). 
 
1.3.2 KATALITIČNI ZAVIRALCI ČLOVEŠKE TOPOIZOMERAZE IIα 
 
V zadnjih letih se prav zaradi omenjenih neželenih učinkov in rezistence na terapijo s strupi 
topo II razvija nova skupina zdravil, ki zavirajo aktivnost topoizomeraze II, vendar za razliko 
od klasičnih zaviralcev topoizomeraz IIα nimajo sposobnosti stabiliziranja cepitvenega 
kompleksa. Imenujejo se katalitični zaviralci topo IIα. Glede na to, kako delujejo, jih delimo 
v več skupin (Slika 7) (30). Zaradi mehanizma delovanja večina katalitičnih zaviralcev ni 
specifična za zaviranje le topoizomeraze IIα (zavirajo lahko tudi npr. topoizomerazo IIβ) 
(31).  
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Slika 7: Glavni razredi katalitičnih zaviralcev topoizomeraze II in kemijske strukture njihovih predstavnikov 
(povzeto po: 33). 
 
Prva skupina katalitičnih zaviralcev prepreči vezavo molekule ATP, ki je pomembna v 
katalitičnem ciklu. V terapiji še ni učinkovin te skupine, potekajo pa v tej smeri intenzivne 
raziskave. Predstavniki tega razreda so na primer derivati pirazolpirimidina (22). S to 
skupino se bomo ukvarjali tudi v okviru te magistrske naloge. 
Prosta energija, ki je na voljo po hidrolizi dveh molekul ATP, je pomembna za delovanje 
katalitičnega cikla topoizomeraze IIα. Hidroliza ATP, kot že prej omenjeno, omogoča, da se 
sprva odprejo C-vrata in nato še N-vrata ter se tako encim ponovno pripravi za nov katalitični 
cikel. Študije kažejo, da hidroliza ene molekule ATP in sproščanje fosfata prav tako 
stimulirata prehod verig (32). Deksrazoksan, edini predstavnik te skupine katalitičnih 
zaviralcev v klinični uporabi v Sloveniji, stabilizira zaprto obliko encima in prepreči 
nadaljnjo ATPazno aktivnost (22, 33).  
Naslednja skupina katalitičnih zaviralcev so spojine, ki preprečijo cepitev molekule DNA, 
tako da zavirajo sposobnost encima za cepitev molekule in ne z interkaliranjem DNA, kot to 
naredijo strupi topo II strupi (22). Take molekule motijo ločevanje kromosomov med 
mitozo, nastanejo mutacije, izpostavljenost pa povzroči prelome ene verige DNA. Primer 
take spojine je merbaron (33, 34).  
V zadnji skupini teh zaviralcev je najbolj poznan antraciklin aklarubicin. Je interkalirajoča 
spojina in preprečuje vezavo topoizomeraze II na DNA. Zaviranje encima za vezavo na 
DNA je povzročeno v prvi stopnji katalitičnega cikla (30).  
Katalitični zaviralci 
Spojine, ki se vežejo na 
vezavno mesto ATP
Spojine, ki inhibirajo 
hidrolizo ATP in 
pustijo encim v zaprti 
obliki
Spojine, ki blokirajo 
cepitev molekule DNA
Spojine, ki preprečijo 
vezavo topoizomeraze 
II z DNA
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1.4 RAZVOJ 3,5-SUBSTITUIRANIH 1,2,4-OKSADIAZOLOV KOT 
ZAVIRALCEV TOPOIZOMERAZE IIα 
 
Načrtovanje in eksperimentalno vrednotenje katalitičnih zaviralcev topoizomeraze IIα, ki se 
vežejo na vezavno mesto za ATP, se odvija tudi na Kemijskem inštitutu v Ljubljani v 
sodelovanju s Fakulteto za farmacijo. Različni 3,5-disubstituirani 1,2,4-oksadiazoli so bili 
predhodno razviti na Fakulteti za farmacijo kot potencialni zaviralci bakterijske DNA-giraze 
(35). Testirane sintetizirane spojine te serije niso kazale zaviranja topoizomeraze IIα. Nato 
so na podlagi strukturno podprte primerjave z aktivnimi molekulami zamenjali fleksibilen 
strukturni element z bolj rigidnim in dobili prve aktivne spojine (Slika 8, zgornja vrsta). Prav 
tako so testirali tudi nekatere regio analoge oksadiazolov, ki so bili komercialno dostopni z 
iskanjem po bazi spojin e-molecules (Slika 8, spodnja vrsta).  
V prvi seriji spojin, pripravljeni na podlagi strukturno podprtega načrtovanja, je največ 
zaviralne aktivnosti pokazala rigidizirana spojina, ki je imela zamenjano etilkarboksilno 
skupino neaktivne izhodne spojine (Slika 8) s  fenilnim obročem, substituiranim s  
funkcionalno skupino COOMe (a). Šibke zaviralne lastnosti topo IIα je izkazal tudi 
komercialno dostopen strukturni regioanalog z rigidnim fenilnim obročem (b).  
 
 
 
 
Slika 8: Prikaz dosedanjega razvoja 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolskih zaviralcev človeške topo IIα. 
Zgornja vrsta prikazuje razvoj na osnovi predhodno sintetiziranih oksadiazolov, spodnja vrsta pa razvoj 
regioanalogov oksadiazolskega obroča na osnovi rešetanja knjižnice molekul e-molecules. Prikazane so 
spojine, ki so imele  najboljše vrednosti IC50 (35, 36). 
V drugi seriji so s pomočjo strukturno podprtega načrtovanja nato optimizirali te spojine in 
uvedeno estrsko skupino zamenjali med drugim tudi s skupino CF3 (c) ter dobili spojino, ki 
je imela zaviralno aktivnost. V drugi seriji razvoja spojin so ponovno rešetali tudi knjižnico 
e-molecules in obetavno zaviralno aktivnost je pokazala komercialno dostopna spojina s 
sulfonamidno skupino (d) (35, 36). 
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1.5 SINTEZNI POSTOPKI PRIPRAVE 3,5-DISUBSTITUIRANIH  
1,2,4-OKSADIAZOLOV 
 
V literaturi najdemo 5 glavnih strategij sinteze 1,2,4-oksadiazolskega obroča  (37): 
1. Ciklizacija O-acilamidoksimov 
2. Ciklizacija N-acilamidoksimov 
3. Oksidacija 4,5-dihidro-1,2,4-oksaziazolov 
4. 1,3-dipolarna cikloadicija nitril oksidov do nitrilov in podobnih spojin 
5. Prerazporeditve iz ostalih heterociklov 
Najpogostejša metoda sinteze 1,2,4-oksadiazolskega obroča je ciklizacija O-
acilamidoksimov, ki nastajajo po aciliranju amidoksimov s karboksilnimi kislinami ali 
njihovimi derivati (Slika 9). Veliko truda je bilo vloženega tudi v razvoj sintetičnih metod, 
na primer s pomočjo mikrovalov in tehnologije trdnih faz (microwave assisted, solid-phase 
tech) (38). 
 
Slika 9: Sinteza 1,2,4-oksadiazolskega obroča s ciklizacijo O-acilamidoksimov. 
Mikrovalovno sevanje skrajša reakcijske čase, izboljša izkoristke in zmanjša nastanek 
stranskih produktov, zato se pogosto uporablja kot alternativa za številne reakcije, tudi za 
sintezo oksadiazolov (39). 
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1.6 ODNOS MED STRUKTURO IN DELOVANJEM TER 
OPTIMIZACIJA SPOJIN VODNIC V PROCESU NAČRTOVANJA 
UČINKOVIN 
 
Uporaba rezultatov odnosa med strukturo in delovanjem (SAR) je bila vedno hiter in 
preprost ter tudi učinkovit pristop za odkrivanje farmakofora in strukturnih segmentov, ki so 
potrebni za biološko aktivnost spojin na preiskovani tarči. Zato lahko podatki o SAR zelo 
olajšajo nadaljnji razvoj tako spojin vodnic, kot tudi izbor zadetkov v procesu načrtovanja 
učinkovin (15).  
Možnosti variacij molekulske strukture podobne identificirani spojini vodnici je namreč 
ogromno. Glede na velikost izhodne strukture spojine vodnice in njeno stopnjo 
kompleksnosti lahko strategija njene optimizacije vključuje poenostavljanje molekulske 
kompleksnosti (disjunktivni pristop), ohranjanje enake stopnje kompleksnosti (analogni 
pristop) ali širitev strukture z dodatnimi elementi (vezni/združevalni pristop) (40). 
Ohranjanje stopnje kompleksnosti izhodne spojine običajno poteka preko izosternih (oz. 
bioizosternih) zamenjav. Združevalni pristop pa po navadi poveča volumen začetne 
molekule z dodajanjem novih elementov. Seveda je praktično nemogoče, da bi pripravili vse 
možne spojine t. i. »papirne« kemije. V ta namen so uvedli pravila, ki pomagajo izbrati pravo 
strategijo optimizacije spojin vodnic in zadetkov v procesu razvoja zdravilne učinkovine 
(Slika 10) (41). 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10: Seznam splošnih pravil pri optimizaciji zadetkov načrtovanja in spojin vodnic v procesu razvoja 
zdravilnih učinkovin (41). 
 
Pravila 
pravilo manjših 
sprememb
pravilo biološke 
logike
pravilo strukturne 
logike
prava izbira 
substituenta
pravilo preproste 
organske sinteze
odpravimo kiralne 
centre
pravilo farmakološke 
logike
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1. Pravilo manjših sprememb vodnice (ang. the minor modification rule) 
S preprostimi reakcijami, kot so hidrogeniranje, hidroksiliranje, metiliranje, acetiliranje, in 
izosterne zamenjave, lahko enostavno uvedemo spremembe v spojini vodnici. Modifikacija 
lahko povzroči povečanje učinkovitosti, povečanje selektivnosti in/ali včasih celo 
zmanjšanje neželenih oz. toksičnih učinkov ter spremeni aktivnostni profil (Slika 11) (40). 
 
 
Slika 11: Hidrogeniranje in dehidrogeniranje lahko spremeni agonista v antagonista. Tak primer je 
efaroksan. Spojina deluje kot agonist, sprememba v dehidrogeniran imidazolski analog pa deluje kot 
antagonist. 
2. Pravilo biološke logike (ang. the biological logic rule) 
Na osnovi določenih delov molekulske strukture lahko predvidimo osnovne biokemijske 
lastnosti spojine. To pravilo upošteva te biokemijske parametre v samem načrtovanju. Tako 
na primer upoštevamo, kako so različne skupine v spojinah podvržene metabolizmu in/ali 
lahko pričakujemo toksične metabolite. Tako poznamo več funkcionalnih skupin, ki se lahko 
pretvorijo do toksičnih metabolitov, na primer: aromatske nitro, nitrozo, azo- in amino 
spojine, tiofeni, bromoareni, hidrazini in druge (41).  
3. Pravilo strukturne logike (ang. the structural logic’s rule) 
To pravilo pomeni, da takoj, ko so na voljo nekateri strukturni podatki (npr. konformacije 
E/Z, ekvatorialna/aksialna orientacija substituentov, itd.), jih lahko vključimo v proces 
optimizacije. Tako primerjamo znane aktivne ligande na določeni tarči, da iz njih izvedemo 
potrebne stereoelektronske in topološke lastnosti tudi, kadar še nimamo določene strukture 
tarče. Na osnovi primerljivih razdalj med karbonilno skupino in protoniranim dušikovim 
atomom lahko razložimo na primer aktivnost antagonista GABAA bikukulina. (Slika 12) 
(41).  
 
 
 
 
Slika 12: Podobne razdalje med karbonilno skupino in protoniranim dušikom pri bikukulinu, GABA-i, 
acetilholinu in karbaholu so razlog za podoben farmakološki učinek na receptor GABAA. 
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4. Prava izbira substituenta (ang. the right substituent choice) 
Polovica vseh obstoječih zdravil vsebuje substituirane aromatske obroče. To  pravilo pravi, 
da substitucija prostih vodikov v teh obročih, z npr. alkilnimi, halogeni, hidroksilnimi, ciano, 
alkoksi, amino in drugimi substituenti, lahko signifikantno spremeni aktivnost, trajanje 
učinka in morda celo samo naravo farmakološkega delovanja. Z zamenjavo substituenta 
namreč vplivamo na elektrostatske, lipofilne in sterične lastnosti molekule (40).  
5. Pravilo preproste organske sinteze (ang. the easy organic synthesis (EOS) rule) 
Sinteza novih spojin je pogosto drag in dolgotrajen proces, tako da je ugodno, če je enostavna 
in učinkovita. Zato vedno najprej izberemo spojine, katerih sinteza je enostavnejša ali pa so 
intermediati v sintezni poti končne spojine že komercialno dostopni. Priporočilo tega pravila 
je pogosto, da poskušamo sintetizirati različne heterocikle kot nosilne skelete končnih spojin 
(41).  
6. Odstranitev kiralnih centrov (ang. eliminate the chiral centers) 
Racemati in oba enantiomera običajno predstavljajo tri različne farmakološke entitete in 
pogosto so potrebne obsežne farmakološke, toksikološke in klinične raziskave, da 
ugotovimo, katera je najoptimalnejša kombinacija. S tem da načrtujemo spojino brez 
kiralnega centra, zmanjšamo število študij, ki bi bile potrebne, da bi ugotovili, kakšna je 
farmakološka vloga posameznega enantiomera ali diasteroizomera (40).  
7. Pravilo farmakološke logike (ang. the pharmacological logic rule) 
V optimizacijo vključimo tudi znano referenčno spojino iz literature (če ta že obstaja) in 
sintetizirano spojino, ter z njo primerjamo aktivnost novo sintetiziranih spojin. Tako lažje 
ovrednotimo, kako učinkovite so sintetizirane spojine, prav tako pa tudi kritično 
ovrednotimo dostopne literaturne podatke. Na podlagi podatkov iz študij SAR aktivnih 
spojin se seveda prednostno usmerimo k sintezi aktivnih spojin, vendar pa je smiselno 
zavestno sintetizirati tudi tarčne neaktivne spojine, saj le-te lahko prinesejo veliko informacij 
in validirajo dosedanje korake racionalnega načrtovanja (41). 
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2. NAMEN DELA 
 
Na osnovi do sedaj pridobljenih podatkov o odnosu med strukturo in delovanjem (SAR) 3,5-
disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot katalitičnih zaviralcev človeške DNA topoizomeraze 
IIα, je bil naš namen v okviru magistrske naloge sintetizirati novo serijo derivatov. Za 
izhodišče smo si izbrali štiri aktivne spojine A-D, Slika 13 shematsko prikazuje načrt dela. 
Na podlagi aktivnih komercialno dostopnih regiooksadiazolskih analogov A in B s prisotno 
metoksi in sulfonamidno skupino na fenilnem obroču, bomo sintetizirali še njune strukturne 
analoge. Ker bi bila sinteza identičnega sulfonamida metodološko prezahtevna, bomo 
sintetizirali strukturni analog z metoksisulfonsko skupino. Pri sledečem aktivnem regio 
izomeru C s prostim fenilnim obročem bomo zmanjšali hidrofobnost in sintetizirali 
oksadiazol, ki bo na tem mestu vseboval bioizosterni tiofen. Aktivno spojino D s 
substituentom CF3 bomo raziskali s sintezo derivatov z uvedenim podobno velikim klorovim 
substituentom. Tako bomo ovrednotili, ali so za aktivnost pomembne interakcije s fluorom, 
ali je morda pomemben zgolj volumen. Vse končne spojine bodo imele na mestu R1 bodisi 
prosto aminsko ali acetamidno skupino.   
 
Slika 13: Shema načrtovanja 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolskih zaviralcev na podlagi predhodnega 
poznavanja odnosa med strukturo in delovanjem. 
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Spojine bomo sintetizirali po poteh, ki so prikazane na reakcijski shemi 2.1. Sintetiziranim 
končnim spojinam bomo ovrednotili nivo zaviralne aktivnosti topo IIα s pomočjo biološkega 
testiranja z uporabo relaksacijskega testa HTS. Tako bomo pridobili nove podatke o odnosu 
med strukturo in delovanjem za ta kemijski razred. Prav tako bomo za izbrano spojino, ki bo 
pokazala najobetavnejšo zaviralno aktivnost topo IIα, opravili meritve citotoksičnosti na 
celični liniji raka dojke MCF-7. S tem bomo ovrednotili potencial za inhibicijo celične rasti. 
Za to spojino bomo z metodo molekulskega sidranja izračunali tudi vezavno konformacijo 
v tarčnem vezavnem mestu za ATP. Z izvedenimi raziskovalnimi aktivnostmi bomo tako 
predvidoma povečali poznavanje delovanja 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazov na encimu 
topo IIα, ki bodo olajšali njihov nadaljnji razvoj do novih potencialnih protirakavih 
učinkovin. 
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2.1 REAKCIJSKA SHEMA 
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3 6 
4 
5 
7 
8 
12 
13 
14 
a b 
a: (CH3CO)2O/ brezvodni MeOH 
b: NH2OH x HCl, TEA/ brezvodni EtOH, T vrenja 
c: TEA, 3-metoksibenzoil klorid/ CH2Cl2, 0 °C 
d: TEA, 4-metoksibenzoil klorid / CH2Cl2, 0 °C 
e: 4-(metilsulfonil)benzojska kislina, TEA etilklorformat/ CH2Cl2, ‒10 °C 
f: toluen, T vrenja 
g: 1. HCl/ THF, T vrenja 
    2. H2O, NaOH 
 
 
 
c 
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19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
a b 
a: (CH3CO)2O/ brezvodni MeOH 
b: NH2OH x HCl, TEA/ brezvodni EtOH, T vrenja 
c: TEA, paraklorobenzoil klorid/ CH2Cl2, 0 °C 
d: 3-klorobenzojska kislina, TEA etilklorformat/ CH2Cl2, -10 °C 
e: 5-metil-2-tiofenkarboksilna kislina/ CH2Cl2, TEA etilklorformat/ CH2Cl2, ‒10 °C 
f: toluen, T vrenja 
g: 1. HCl/ THF, T vrenja 
    2. H2O, NaOH 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 REAGENTI IN TOPILA 
 
Pri našem delu smo uporabljali reagente in topila različnih proizvajalcev: Fluka, Merck, 
Sigma Aldrich, Acros organics. Vsi reagenti so imeli čistost najmanj 95 %. Uporabili smo 
tudi predhodno destiliran etilkloroformat. 
3.1.2. LABORATORIJSKA OPREMA 
 
• laboratorijska tehtnica Sartorius ISO 9001 (Sartorius AG, Nemčija) 
• analitska tehtnica Mettler Toledo AG246 (Mettler Toledo, ZDA) 
• rotavapor Büchi R-114 (Büchi, Švica) 
• buchi Waterbath B-480 (Büchi, Švica) 
• vakumska črpalka Büchi Labortechnik I-100 (Büchi, Švica) 
• električni grelnik in mešalo IKA RTC basic in RH Basic (IKA, Nemčija) 
• grelna pištola Einhell  TC-HA 2000/1 (Einhell, Nemčija) 
• sušilnik Sterimatic ST-11 
• UV lučka Camag UV (Camag, Švica) 
• filter papir Schleicher & Schwell 5892 
• oljna kopel 
• steklovina 
3.2. METODE 
3.2.1 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
 
Potek reakcij smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Tako smo namreč videli, kdaj 
ni bilo več prisotnih izhodnih spojin in smo lahko določili konec reakcije. Prav tako smo s 
TLC ocenili, kakšna je čistost sintetizirane spojine. Reagente ali reakcijske zmesi smo 
največkrat raztopili v mobilni fazi in nanesli na plošče. Uporabili smo plošče Merck 
Kieselgel 60 F254. Te plošče 20 x 20 cm imajo nanesen silikagel na nosilcu iz aluminija, 
dodan pa je tudi fluorescein, ki je fluorescenčni indikator. Plošče smo razvijali v kadički z 
ustrezno izbrano mobilno fazo. Uporabili smo mobilne faze kloroform/metanol v različnih 
razmerjih, ki so navedene ob samih reakcijah. Detekcija je potekala s pomočjo lučke UV 
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(valovna dolžina λ=254 nm). Uporabili smo dva orositvena reagenta, in sicer ninhidrin, s 
katerim potrdimo prisotnost aminske skupine v molekuli, in bromkrezol zeleno, ki ga 
uporabljamo za detekcijo kislin.  
3.2.2.2 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
 
Za preverjanje čistosti končnih spojin smo na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani, 
izvedli analize HPLC s pomočjo instrumenta Agilent Technologies HP 1100 z detektorjem 
UV-VIS G1365B, kolono Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 150 mm, 5 μm delci) ob 
uporabi predkolone in pri pretoku mobilne faze 1 mL/min. Za mobilno fazo smo uporabili 
zmes 0,1 % trifluoroocetne kisline v vodi in acetonitrila, pri čemer smo delež acetonitrila 
spreminjali s časom: od 0 do 16 minute se je sestava spremenila od 30 % acetonitrila do 90 
%, od 16 do 20 minute pa smo spirali z mobilno fazo z 90 % acetonitrila. Valovna dolžina 
detekcije spojin je bila 254 nm. Temperatura kolone je bila 25 °C, volumen injiciranja pa 10 
μL. 
3.2.3 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.2.3.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
 
Spektre 1H in 13C NMR smo posneli na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani, na 
spektrometru Bruker Avance III 400 pri 400 MHz (1H NMR) oz. 100 MHz (13C NMR) z 
magnetom Bruker UltrashieldTM 400 PLUS pri temperaturi 298 K. Kot interni standard smo 
uporabili tetrametilsilan (TMS), za topilo pa smo uporabili devteriran dimetilsulfoksid 
(DMSO-d6) ter devteriran kloroform (CDCl3). Kemijski premiki (δ) so podani v enotah 
»parts per million« (ppm). 
3.2.3.2 Infrardeča spektroskopija (IR) 
 
Spektre IR smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR na 
Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. 
3.2.3.3 Masna spektroskopija (MS) 
 
Na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani, smo posneli masne spektre nekaterih spojin 
na spektrometru Advion expression CMSL z tehniko ESI. HR-MS (masna spektroskopija 
visoke ločljivosti) smo izvedli s tehniko HESI na spektrometru Q Exactive™ Plus Hybrid 
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Quadrupole-Orbitrap™ proizvajalca Thermo Fisher Scientific na Fakulteti za farmacijo, 
Univerze v Ljubljani. 
3.2.4 DOLOČEVANJE TALIŠČA 
 
Tališče smo določevali s pomočjo talilnega mikroskopa na Fakulteti za farmacijo, Univerze 
v Ljubljani. Uporabili smo mikroskop Leica. Ta vsebuje ogrevalno mizico, nato pa smo z 
opazovanjem strukture pod mikroskopom določili talilni interval. Tališča niso korigirana. 
3.2.5 UPORABA RAČUNALNIŠKIH PROGRAMOV  
 
Za poimenovanje spojin, risanje njihovih kemijskih struktur ter pripadajočih reakcijskih 
shem smo uporabljali program ChemBioDraw 15.1, podjetja CambridgeSoft (42). Program 
je del večjega programskega okolja ChemOffice. Za obdelavo spektrov 1H in 13C  naših 
spojin smo uporabili program MestReNova, podjetja Mestrelab Research. Spojine smo 
poimenovali upoštevajoč sprejeto nomenklaturo IUPAC. 
3.2.6 BIOLOŠKO TESTIRANJE SPOJIN: OVREDNOTENJE ZAVIRALNE 
AKTIVNOSTI TOPO IIα  
 
Sposobnost za zaviranje encimske aktivnosti človeške DNA topoizomeraze IIα smo 
preverjali 11 spojinam (4, 5, 7, 8, 13, 14, 20, 21, 23, 24, 26). Meritve smo opravili v 
sodelovanju z mlado raziskovalko Kajo Bergant na Kemijskem inštitutu v Ljubljani. Izvedli 
smo test relaksacijske encimske aktivnosti topo IIα na ploščici (Human Topo IIα Relaxation 
Plate Assay) po standardnem protokolu na testni ploščici podjetja Inspiralis (43). Shematski 
potek testa je prikazan na Sliki 14. 
 
Slika 14: Princip biološkega testiranja spojin za ovrednotenje zaviralne aktivnosti z uporabo HTS 
relaksacijskega testa. 
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Človeška topoizomeraza IIα katalizira razvijanje superzvitega plazmida. V primeru, da je 
encim zavrt zaradi prisotnih spojin, se ta proces ustavi ali upočasni. Princip testa je tvorba 
tripleksa med dodatno zvitim plazmidom in biotiniliranim oligonukleotidom, vezanim na s 
streptavidinom obloženo mikrotitersko ploščico.  Barvilo SybrGOLD, ki ga dodamo v zadnji 
stopnji testa, se veže na nastali tripleks in oddaja večjo fluorescenco, kot v primeru, ko se 
tripleks ne tvori.  
Meritve smo izvedli pri štirih različnih koncentracijah spojin; 7,8, 31,5, 125 in 250 µM. 
Sprva smo mikrotitersko ploščico rehidrirali s pufrom za spiranje (Wash pufer, 20 mM Tris-
HCl, (Ph 7,6), 137 mM NaCl, BSA (0,005 % (w/v), Tween-20® 0,05 % (v/v)). Nato smo 
dodali v vsako vdolbinico 100 µl pufra Wash s 500 nM TFO1 ter inkubirali 5 minut na sobni 
temperaturi, s čimer smo na mikrotitrsko ploščico imobilizirali biotiniliran oligonukleotid 
(TFO1). Ploščico smo zatem trikrat sprali z pufrom Wash, da bi odstranili nevezan 
oligonukleotid. Nato smo v vsako vdolbinico dali 27 µl vodne raztopine pripravljene iz: 
0,008 % Tweena-20®, 1 mM ATP ter 0,75 μg dodatno zvitega plazmida Pno1. Dodali smo 
0,3 µl preiskovane spojine, ki smo jo raztopili v 100 % DMSO. V vsako vdolbinico smo 
dodali še ustrezno preračunano količino encima v 3 µl pufra za redčenje, pripravljenega iz: 
50 mM Tris HCl (Ph= 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 50 % (v/v) glicerola 
in 50 μg/mL albumina, in ploščico inkubirali za 30 min pri 37 °C. Po inkubiranju smo v 
vsako vdolbinico dodali 100 µl pufra za tvorbo tripleksa (TF pufer: 50 mM NaOAc (Ph= 
5,0), 50 mM NaCl, 50 mM MgCl2) in premešali s pipeto. Ponovno smo inkubirali pri sobni 
temperaturi 30 minut. Zatem smo vsebino iz vdolbinic odlili stran ter trikrat sprali s pufrom 
za tvorbo tripleksa. Na koncu smo dodali še 200 µl barvila SybrGOLD razredčenega v pufru 
T10 (10 mM Tris-HCl (Ph= 8), 1 mM EDTA) in inkubirali 10‒20 minut. Fluorescenco smo 
izmerili s fluorescenčnim čitalcem mikrotitrskih ploščic (Synergy Mx, Biotek, USA), s 
ekscitacijo pri λ= 495 nm, in emisijo  pri 537 nm. Kot referenčno spojino smo uporabili znan 
topoizomerazni zaviralec etopozid, ki se uporablja tudi v klinični praksi za zdravljenje več 
vrst raka.  
 »100 % kontrola« je brez encima in brez inhibitorja, kar pomeni, da tam encim ne bo razvil 
super zvitega plazmida. V tem primeru je torej vrednost fluorescence maksimalna. »0 % 
kontrola« vsebuje encim brez spojine, torej se bo tu super zvit plazmid relaksiral. Vrednost 
fluorescence je v tem primeru torej najnižja.  
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3.2.7 MOLEKULSKO SIDRANJE AKTIVNE SPOJINE V VEZAVNO MESTO 
ČLOVEŠKE DNA TOPOIZOMERAZE IIα ZA ATP 
 
Na Kemijskem inštitutu smo opravili tudi molekulsko modeliranje za odkrito aktivno 
spojino 14 z uporabo predhodno razvitega računskega protokola in silico (35). Za generiranje 
tridimenzionalne strukture obravnavanega liganda smo uporabili program Chem 3D in polje 
sil MMFF94 za optimizacijo začetne konformacije.  
Z uporabo programa GOLD (44) smo nato izračunali vezane konformacije te molekule v 
aktivnem mestu topo IIα z uporabo metode molekulskega sidranja. Uporabili smo 1 
protomer tarčne strukture ATPazne domene človeške topoizomeraze IIα v kompleksu z 
ligandom AMP-PNP. Ta je v javni bazi proteinskih struktur (PDB) dostopna pod označbo 
1ZXM (19). Aktivno mesto za ATP smo definirali kot kroglo, katere premer je bil 10 Å okoli 
prej omenjenega referenčnega liganda AMP. V aktivnem mestu nismo upoštevali 
magnezijevih ionov ter molekul vode. Vseeno pa smo pri sidranju upoštevali poziciji dveh 
kristalnih molekul vode W931 in W924. Ti dve naj bi po do sedaj dostopnih modelih  namreč 
imeli pomembno vlogo pri vezavi molekule ATP preko tvorbe indirektnih vodikovih vezi z 
aminokislinami (45). Za validacijo nastavitev smo izračunali tudi vezavno konformacijo ko-
kristaliziranega referenčnega liganda AMP-PNP. Dodali smo tudi dodatno geometrijsko 
omejitev tvorbe vodikove vezi med ligandom in karbonilnim kisikom Asn120, ki v kristalni 
strukturi interagira z adeninskim fragmentom analoga ATP. Program LigandScout (48) smo 
uporabili za primerjavo ter vizualizacijo dobljenih sidranih konformacij. 
3.2.8 OVREDNOTENJE CITOTOKSIČNOSTI AKTIVNE SPOJINE 14 S TESTOM 
NA CELIČNI LINIJI RAKA DOJKE MCF-7 
 
Da bi preverili, če razred preiskovanih spojin zavira rast rakavih celičnih linij, smo izvedli 
test citotoksičnosti za spojino 14 na človeški rakavi liniji MCF-7 (rak dojke) s pomočjo testa 
MTS (Slika 15). Test je v okviru raziskav svoje doktorske disertacije na Nacionalnem 
Inštitutu za Biologijo izvedla mlada raziskovalka Kaja Bergant. 
Celice MCF-7 (rak dojke, dobavitelj ATCC) smo nasadili na mikrotitrsko ploščo s 96 
vdolbinicami (gostota 7000 celic/vdolbinico) in jih inkubirali 24 ur pri 37 °C v vlažni 
atmosferi s 5 % CO2. Za gojenje celic smo uporabljali gojišče Eagle's MEM (M5650, Sigma) 
z dodanim 10 % FBS, 2 mM glutaminom in 100 IU/mL penicilin/streptomicinom (48). 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
DNA topoizomeraze IIα 
25 
 
Po inkubaciji smo jih izpostavili spojini 14  pri koncentracijah 6,25 μM, 12,5 μM , 25μM , 
50 μM in 100 μM za 72 h. Kot pozitivno kontrolo smo ponovno uporabili etopozid pri 
koncentraciji 100 μM. Po izpostavitvi smo dodali celicam mešanico reagenta, sestavljenega 
iz reagenta MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol) (Promega, Madison, WI, USA) in reagenta PMS (Sigma, St. Louis, MO, 
USA; čistoča ≥98 % ) (za prenos elektronov (fenazin metosulfat). Po treh urah smo izmerili 
absorbanco pri 490 nm. Vrednosti EC50 so bile izračunane s pomočjo programa GraphPad 
prism 7.0. (ne-linearna regresija) (48). Statistično razliko med tretirano (celice izpostavljene 
spojini 14 ali etopozidu) in netretirano skupino (kontrola topila) smo določili s pomočjo testa 
ANOVA s programom one way ANOVA, Graphpad 7.0. Kontrola topila so bile netretirane 
celice v gojišču z 0.5 % DMSO.  
 
 
 
Slika 15: Shema testa citotoksičnosti s pomočjo reagenta MTS. 
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4. EKSPERIMENTALNI DEL 
 
4.1 Sinteza N-(3-cianofenil)acetamida (1) 
 
 
Postopek 
V brezvodni metanol (260 mL) v bučki dodamo ob mešanju pri sobni temperaturi 3-
aminobenzonitril (4,75 g; 40 mmol). Nato počasi s kapalko dokapavamo acetanhidrid (5 mL; 
53 mmol). Po dveh urah in pol reakcijo zaključimo ter zmes uparimo na rotavaporju. V 
bučko dolijemo nekaj vode z dodatkom ledu in oborino odfiltriramo s presesavanjem. 
Oborino še speremo z vodo in posušimo.  
Rezultati 
Izgled: rjavkasti kristali 
Izkoristek: 94 % 
Rf: 0,83 (mobilna faza: kloroform/metanol=30:1, orositveni reagent: ninhidrin)   
Ttališča: 116‒118 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm]: 2,08 (s, 3H, CH3CO); 7,48‒7,52 (m, 2H, 2H 
Ar); 7,75‒7,80 (d, 1H, J= 11,01 Hz, 1H Ar); 8,08 (s, 1H, 1H Ar); 10,29 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3257, 3089, 2226, 1664, 1614, 1585, 1553, 1473, 1423, 1365, 1326, 1292, 
1261, 1021, 895, 792, 753, 679, 624, 530 
MS (ESI): 160,9 [M+H]+  Mr (izračunana): 160,18 g/mol   Elementna sestava: 
C9H8N2O 
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4.2 Sinteza N-(3-N`–hidroksikarbamimidoil)fenil)acetamida (2) 
 
 
Postopek 
Hidroksilamonijev klorid najprej zdrobimo in posušimo na rotavaporju, da se masa več ne 
spreminja. V bučko zatehtamo hidroksilamonijev klorid (4,6 g; 61 mmol), dodamo 
brezvodni etanol (418 mL) in ob mešanju še trietilamin (9 mL; 61 mmol). Ko se vse raztopi 
(30 min), dodamo N-(3-cianofenil)acetamid (8,8 g; 55 mmol). Segrevamo na oljni kopeli pri 
temperaturi vrenja (90 °C). Po 24 urah dodamo še dodatno trietilamin (3 mL) in 
hidroksilamonijev klorid (1,5 g). Po 68 urah zmes uparimo na rotavaporju. Dodamo nekaj 
vode z ledom. Nastalo oborino odfiltriramo s presesavanjem, speremo z vodo in posušimo.  
Rezultati 
Izgled: bež kristali 
Izkoristek: 83 % 
Rf: 0,73 (mobilna faza: kloroform/metanol= 5:1, orositveni reagent: ninhidrin) 
Ttališča: 72,5‒75 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm]: 2,04 (s, 3H, CH3CO); 5,76 (s, 2H, NH2); 
7,27‒7,31 (d, 2H, 2H Ar); 7,59‒7,64 (d, 1H, 1H Ar); 7,89 (s, 1H, 1H Ar); 9,64 (s, 1H, 
OH); 9,99 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3379, 3105, 2921, 1652, 1596, 1557, 1491, 1427, 1378, 1307, 1263, 983, 829, 
898, 876, 751, 696, 643, 603, 541 
MS (ESI): 193,9 [M+H]+  Mr (izračunana): 193,2 g/mol  
Elementna sestava: C9H11N3O2  
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4.3 Sinteza N-(3-(N`-((3-metoksibenzoil)oksi)karbaimidoil)fenil) 
acetamida (3) 
 
 
Postopek 
V bučki raztopimo spojino 2 (1,1 g; 5,7 mmol) v brezvodnem diklorometanu (171 mL). 
Raztopino ohladimo na 0 °C tako, da bučko postavimo na kopel iz ledu in soli. Dodamo 
trietilamin (0,91 mL; 6,53 mmol) in zmes prepihamo z argonom ter hladilnik opremimo s 
klorkalcijevo cevko. Nato z injekcijo počasi dokapavamo 3-metoksibenzoil klorid (0,93 mL; 
6,53 mmol). Po 24 urah reakcijo zaključimo in dodamo diklorometan (100 mL). Zmes 
prelijemo v lij ločnik in jo speremo z vodo (5 x 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (3 x 50 
mL). Diklorometan uparimo na rotavaporju, dolijemo vodo in produkt odfiltriramo s 
presesavanjem. Produkt raztopimo v etil acetatu in dodamo nekaj kapljic n-heksana. Produkt 
ponovno odfiltriramo s presesavanjem.  
Rezultati:  
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 79 % 
Rf: 0,47 (mobilna faza: kloroform/metanol= 5:1) 
Ttališča: 87‒89 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm]: 2,07 (s, 3H, CH3CO); 3,86 (s, 3H, CH3O); 
6,96 (s, 2H, NH2); 7,22‒7,26 (d, 1H, 1H Ar); 2,40‒2,48 (m, 3H, 3H Ar); 7,65 (d, 1H, 1H 
Ar); 7,66‒7,84 (s, 2H, 2H Ar); 7,93 (s, 1H, 1H Ar); 10,14 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3485, 3417, 3153, 1723, 1639, 1598, 1570, 1442, 1378, 1327, 12296, 1270, 
1218, 1182, 1100, 1068, 1032, 871, 799, 747, 706, 677, 617, 589, 549 
MS (ESI): 325,8 [M-H]-  Mr (izračunana): 327,3 g/mol   
Elementna sestava: C17H17N3O4    HR-MS: 328,1287 (Izračunana: 327,3346) 
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4.4 Sinteza N-(3-(5-(3-metoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamida 
(4) 
 
 
Postopek 
V brezvodnem toluenu (115 mL) v bučki raztopimo spojino 3 (1,315 g; 4 mmol). Bučko 
opremimo s hladilnikom, septami in prepihamo z argonom. Segrevamo ob mešanju pri 
temperaturi vrenja. Po petih dneh vrenja reakcijsko zmes ohladimo in prefiltriramo s 
presesavanjem, produkt posušimo na zraku.  
Rezultati: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 74 % 
Rf: 0,58 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 154‒156 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm]: 2,10 (s, 3H, CH3CO); 3,90 (s, 3H, CH3O);      
7, 30‒7,33 (d, 1H, J= 10,27 Hz, 1H-Ar); 7,50‒7,65 (m, 3H, 3H-Ar), 7, 76‒7,78 (m, 3H, 
3H-Ar), 8,38 (s, 1H, 1H-Ar), 10,24 (s, 1H, 1H-Ar) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 24,50; 56,0; 112,85; 117,79; 120,0; 120,69; 122,32; 
124,98; 126;95; 130,20; 131,38; 140,56; 160,18; 168,74; 169,15; 175,75 
IR (cm-1): 3311, 1669, 1599, 1561, 1509, 1492, 1410, 1371, 1283, 1220, 1042, 877, 857, 
805, 760, 740, 679 
MS (ESI):  307,9 [M-H]-  Mr (izračunana): 309,3 g/mol   
Elementna sestava: C17H15N3O3   HR-MS: 310,1182 (Izračunana: 309,3193) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 6,4 min) 
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4.5 Sinteza 3-(5-(3-metoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilina (5) 
 
 
Postopek:  
V bučko zatehtamo spojino 4 (0,62 g; 2 mmol). Nato dodamo HCl (2 mL; 10 mmol) in 
tetrahidrofuran (16 mL). Zmes mešamo in segrevamo na oljni kopeli (76 °C). Po 30 urah 
tetrahidrofuran odparimo na rotavaporju, prilijemo v bučko 20 mL destilirane vode in 
dodajamo 10 M NaOH, dokler ne dosežemo pH= 10. Izpadli produkt odfiltriramo s 
presesavanjem.  
Rezultati: 
Izgled: prašek bež barve 
Izkoristek: 87 % 
Rf: 0,36 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1; orositveni reagent: ninhidrin) 
Ttališča: 101‒102,5 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 3,86 (s, 3H, CH3O); 5,65 (s, 2H, NH2); 6,78‒6,83 (m, 
1H, 1H-Ar); 7,22‒7,24 (d, 2H, J= 7,29 Hz, 2H-Ar); 7,26‒7,28 (m, 1H, 1H-Ar); 7, 32‒7,36 
(m, 1H, 1H-Ar); 7,57‒7,59 (m, 1H, 1H-Ar); 7,61‒7,65 (m, 1H, 1H-Ar), 7,75‒7,77 (m, 1H, 
1H-Ar) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 55,99; 112,42; 112,80; 114,84; 117,37; 119,87; 
120,62; 125,11; 127,0; 130,16; 131,15; 149,85; 160,18; 169,28; 175,41 
IR (cm-1): 3436, 1565, 1493, 1461, 1356, 1318, 1283, 1221, 1041, 989, 875, 852, 795, 
682, 573, 536 
MS (ESI): 265,9 [M-H]-  Mr (izračunana): 267,3 g/mol   
Elementna sestava: C15H13N3O2   HR-MS: 268,1074 (Izračunana: 267,2826) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 4,8 min) 
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4.6 Sinteza N-(3-(N`-((4-metoksibenzoil)oksi)karbamimidoil)fenil) 
acetamida (6) 
 
 
Postopek 
V bučki raztopimo spojino 2 (1,1 g; 5,7 mmol) v brezvodnem diklorometanu (171 mL). 
Zmes v bučki postavimo na ledeno kopel iz ledu in soli ter jo ohladimo na 0 °C. Dodamo 
trietilamin (0,91 mL; 6,53 mmol), bučko opremimo s hladilnikom in klorkalcijevo cevko ter 
prepihamo z argonom. Nato z injekcijo počasi dokapavamo 4-metoksibenzoil klorid (1,13 
g; 6,53 mmol). Po 20 urah reakcijo zaključimo in dodamo diklorometan (100 mL). Zmes 
prelijemo v lij ločnik in organsko fazo spiramo z vodo (4 x 50 mL) in nasičeno raztopino 
NaCl (3 x 50 mL). Diklorometan uparimo na rotavaporju, v bučko dolijemo vodo in 
odfiltriramo s presesavanjem. Produkt nato raztopimo v etil acetatu in dodamo nekaj kapljic 
n-heksana. Produkt ponovno odfiltriramo s presesavanjem.  
Rezultati: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 67 % 
Rf: 0,6 (mobilna faza: kloroform/metanol=9:1) 
Ttališča: 153‒155,5 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,07 (s, 3H, CH3CO);  3,86 (s, 3H, CH3O); 6,91 (s, 2H, 
NH2); 7,37‒7,41 (d, 2H, J= 17,37, 2H-Ar); 7,78‒7,83 (d, 1H, J= 19,29, 1H-Ar); 7,93 (s, 
1H, 1H-Ar); 8,15‒8,17 (d, 2H, J= 8,93, 2H-Ar); 10,15 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3489, 1697, 1670, 1632, 1602, 1580, 1538, 1443, 1390, 1253, 1173, 1082, 
1020, 861, 764, 697, 607 
MS (ESI): 327,9 [M+H]+  Mr (izračunana): 327,3 g/mol           
Elementna sestava: C17H17N3O4  HR-MS: 328,1288 (Izračunana: 327,3346) 
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4.7 Sinteza N-(3-(5-(4-metoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamida 
(7) 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 6 (1 g; 3,1 mmol) in jo raztopimo v toluenu (90 mL). Bučko 
opremimo s hladilnikom, zapremo s septami in prepihamo z argonom ter jo postavimo na 
oljno kopel pri temperaturi vrenja. Reakcijo po 10 dneh zaključimo in produkt odfiltriramo 
s presesavanjem.  
Rezultati: 
Izgled: bel prah 
Izkoristek: 96 % 
Rf: 0,46 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 175‒178 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,09 (s, 3H, CH3CO); 3,89 (s, 3H, CH3O); 7,19‒7,22 
(d, 2H, J= 8,93 Hz, 2H-Ar); 7,49‒7,53 (t, 1H, J= 15,87 Hz, 1H-Ar); 7,81(s, 1H, 1H-Ar); 
7,83 (s, 1H, 1H-Ar); 8,12‒8,14 (d, 2H, J= 8,9, 2H-Ar); 8,38 (s, 1H, 1H-Ar); 10,26 (s, 1H, 
NH) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 24,51; 56,13; 115,49; 117,78; 122,04; 122,20; 
127,17; 130,15; 140,53; 163,60; 168,57; 169,12; 175;73 
IR (cm-1): 3274, 1659, 1610, 1541, 1511, 1444, 1349, 1311, 1251, 1187, 1110, 1080, 
1022, 887, 838, 800, 708, 683, 619 
MS (ESI): 307,7 [M-H]-  Mr (izračunana): 309,3 g/mol          
Elementna sestava: C17H15N3O3  HR-MS: 310,1183 (Izračunana: 309,3193) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 6,2 min) 
 
 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.8 Sinteza 3-(5-(4-metoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)analina (8) 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 7 (0,823 g; 2,66 mmol) in dodamo HCl (2,76 mL; 13,3 mmol) 
ter tetrahidrofuran (21 mL). Raztopino segrevamo na oljni kopeli pri temperaturi vrenja (75 
°C). Po 4 dnevih tetrahidrofuran odparimo s pomočjo rotavaporja, dolijemo destilirano vodo 
(20 mL) in naalkalimo z 10 M NaOH do pH= 10. Izpadli produkt odfiltriramo s 
presesavanjem.  
Rezultati 
Izgled: rjavkast prašek 
Izkoristek: 98 % 
Rf: 0,35 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 102‒106 °C 
1H-NMR (400MHz, DMSO-d6): 3,89 (s, 3H, OCH3), 6,97-7,00 (m, 1H, 1H-Ar), 7,19‒
7,22 (m, 2H, 2H-Ar), 7,32‒7,35 (t, 1H, J= 26,19, 1H-Ar), 7,43‒7,45 (m, 1H, 1H-Ar), 
7,52‒7,53 (m, 1H, 1H-Ar), 8,11‒8,13 (m, 2H, 2H-Ar) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 56,13; 115,49; 116,23; 118,64; 120,24, 127,51; 
130,36; 130,50; 144,71; 163,57; 168,67; 175,61 
IR (cm-1): 3402, 3319, 1611, 1585, 1526, 1501, 1485, 1424, 1368, 1307, 1253, 1176, 
1118, 1018. 872, 832, 756, 724, 679, 636, 620, 548, 515 
MS (ESI): 267,8 [M+H]+  Mr (izračunana): 267,3 g/mol          
Elementna sestava: C15H13N3O2  HR-MS: 268,1074 (Izračunana: 267,2826) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 4,7 min) 
 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.9. Sinteza N-(3-(N`-((4-metilsulfonil)benzoil)oksi)karbamimidoil) 
fenil)acetamida (12) 
 
Postopek 
V bučki raztopimo 4-(metilsulfonil)benzojsko kislino (1,26 g; 6,1 mmol) v diklorometanu 
(80 mL). Zmes ohladimo na ‒10 °C tako, da bučko postavimo na ledeno kopel iz ledu in 
soli. Ob mešanju dodamo trietilamin (0,85 mL; 6,1 mmol) in počakamo 15 min, nato pa  z 
injekcijo po kapljicah še destiliran etilklorformat (0,59 mL; 6,21 mmol) ter počakamo 20 
minut. V reakcijo dodamo še dodatno trietilamin (0,3 mL) in etilklorformat (0,2 mL). 
Počakamo 15 minut in zmesi dodamo s pomočjo kapalnika spojino 2 (1,94 g; 6,21 mmol) 
raztopljenega v diklorometanu (180 mL). V času dodajanja reagentov vzdržujemo 
temperaturo na ‒10 °C. Nato počasi zvišujemo temperaturo in pustimo mešati reakcijsko 
zmes pri sobni temperaturi. Po 50 urah produkt odfiltriramo s presesavanjem.  
Rezultati: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 57 % 
Rf: 0,5 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 179‒181 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,07 (s, 3H, CH3CO); 3,32 (s, 5H, ); 7,08 (s, 2H, NH2), 
7,41‒7,44 (d, 2H, J= 13,27 Hz, 2H-Ar); 7,83‒7,89 (t, 3H, J= 43,1, 3H-Ar);  8,39‒8,48 (m, 
2H, 2H-Ar); 7,99 (s, 1H, 1H-Ar); 8,05‒8,08 (m, 2H, 2H-Ar), 10,14 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3485, 3323, 1727, 1678, 1619, 1597, 1550, 1496, 1391, 1311, 1268, 1148, 
1099, 1085, 976, 914, 855, 780, 745, 721, 696, 638, 555, 531 
MS (ESI): 373,9 [M-H]-  Mr (izračunana): 375,4 g/mol           
Elementna sestava: C17H15N3O5S  HR-MS: 376,0959 (Izračunana: 375,3990)  
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.10 Sinteza N-(3-(5-(4-(metilsulfonil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il) 
fenil)acetamida (13) 
 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 12 (0,9 g; 2,5 mmol) in jo raztopimo v toluenu (80 mL). Zmes 
damo segrevat na oljno kopel pri temperaturi vrenja, bučko pa predhodno opremimo s 
hladilnikom, septami in prepihamo z argonom. Po 14 dneh reakcijo zaključimo in produkt 
odfiltriramo s presesavanjem. Nato ta produkt raztopimo v etil acetatu in odfiltriramo 
nečistote, etil acetat pa odparimo na rotavaporju.  
Rezultati 
Izgled: bež prašek 
Izkoristek: 9 % 
Rf: 0,49 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttal: 238‒240 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,07 (s, 3H, CH3CO); 3,38 (s, 3H, CH3); 7,08 (s, 2H, 
2H-Ar); 7,42 (s, 2H, 2H-Ar); 7,81 (s, 1H, 1H-Ar); 7,95 (s, 1H, 1H-Ar); 8,08‒8,10 (d, 2H, 
J= 8,56 Hz, 2H-Ar); 8,43‒8,45 (d, 2H, J= 8,55 Hz, 2H-Ar); 10,14 (s, 1H,NH) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 24,53; 43,65; 117,82; 122,10; 122,45; 126,73; 
128,10; 128,66; 129,44; 130,31; 140,61; 144,97; 168,98; 169,16; 174,68 
IR (cm-1): 3277, 1659, 1554, 1505, 1402, 1368, 1314, 1289, 1150, 1088, 971, 784, 751, 
732, 701, 678, 573, 560, 527 
MS (ESI): 355,8 [M-H]-  Mr (Izračunana): 357,4 g/mol 
Elementna sestava: C17H15N3O4S  HR-MS: 358,0851 (Izračunana: 357,3837) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 5,1 min) 
 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.11 Sinteza 3-(5-(4-(metilsulfonil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilina (14) 
 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 13 (15,5 mg; 0,043 mmol), dodamo HCl (0,044 mL; 0,22 mmol) 
in tetrahidrofuran (5 mL). Vse skupaj segrevamo na oljni kopeli pri temperaturi vrenja (75 
°C). Po 3 dnevih tetrahidrofuran odparimo na rotavaporju in dolijemo destilirano vodo (20 
mL). Zmes naalkalimo z 10 M NaOH do pH= 10. Izpadli produkt odfiltriramo s 
presesavanjem.  
 
Rezultati 
Izgled: rumenkast prašek 
Izkoristek: 82 % 
Rf: 0,39 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 171‒172 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 3,34 (s, 3H, CH3); 5,49 (s, 2H, NH2), 6,77‒6,79 (d, 1H, 
J= 6,8 Hz, 1H-Ar); 7,20 (s, 2H, 2H-Ar); 7,29‒7,35 (d, 1H, J= 24,11 Hz, 1H-Ar); 8,20‒8,22 
(d, 2H, J= 8,48 Hz, 2H-Ar); 8,41 (s, 2H, 2H-Ar) 
IR (cm-1): 3463, 3368, 2918, 1621, 1594, 1467, 1403, 1358, 1286, 1272, 1148, 1126, 
1088, 951, 872, 850, 780, 751, 735, 685, 566, 538 
MS (ESI): 316,0 [M+H]+      Mr (izračunana): 315,4 g/mol           
Elementna sestava: C15H13N3O3S          HR-MS: 316,0749 (Izračunana 315,3470) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 3,7 min) 
 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.12 Sinteza N-(3-(N`-((4-klorobenzoil)oksi)karbamimidoil) 
fenil)acetamida (19) 
 
 
Postopek 
V 250 mL trogrlo bučko zatehtamo spojino 2 (0,7 g; 3,62 mmol) in jo raztopimo v 
diklorometanu (110 mL). Bučko opremimo s termometrom in ohladimo zmes na 0 °C na 
ledeno kopel iz ledu in soli. Nato dodamo s pipeto trietilamin (0,62 mL; 4,45 mmol). 
Reakcijsko zmes prepihamo z argonom. Počasi z injekcijo dokapavamo p-klorobenzoil 
klorid (0,59 mL; 4,45 mmol). Po treh dnevih produkt odfiltriramo s presesavanjem. Ker je 
bil prisoten še trietilamonijev klorid, produkt 20 minut mešamo v vodi in ponovno 
odfiltriramo ter posušimo.  
Rezultati 
Izgled: bel elektrostatičen prašek 
Izkoristek: 57 % 
Rf: 0,35 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 134‒137,5 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,06 (s, 3H, CH3CO); 7,00 (s, 2H, NH2); 7,39‒7,41 (d, 
2H, J= 5,3 Hz, 2H-Ar); 7,60‒7,61 (d, 2H, J= 6,74 Hz, 2H-Ar); 7,78‒7,81 (d, 1H, J= 15,35 
Hz, 1H-Ar); 7,93 (s, 1H, 1H-Ar); 8,21‒8,23 (d, 2H, J= 8,67 Hz, 2H-Ar); 10,13 (s, 1H, 
NH) 
IR (cm-1): 33485, 3372, 3032, 1724, 1655, 1615, 1585, 1566, 1442, 1394, 1290, 1115, 
1091, 1014, 910, 849, 795, 752, 716, 686, 531 
MS (ESI): 330,7 [M-H]-  Mr (izračunana): 331,8 g/mol           
Elementna sestava: C16H14ClN3O3  HR-MS: 332,0792 (Izračunana 331,7537) 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.13 Sinteza N-(3-(5-(4-klorofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamida 
(20) 
 
      
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 19 (0,480 g; 1,4 mmol) in jo raztopimo v toluenu (45 mL). Zmes 
segrevamo na oljni kopeli pri temperaturi vrenja, bučko predhodno opremimo s hladilnikom 
in prepihamo z argonom. Po sedmih dnevih reakcijo ustavimo in produkt prefiltriramo s 
presesavanjem. Nato ga raztopimo v etil acetatu, da se znebimo nečistot in ponovno 
prefiltriramo s presesavanjem.  
Rezultati 
Izgled: bež kristali 
Izkoristek: 56 % 
Rf: 0,47 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 184‒186 ºC 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,09 (s, 3H, CH3CO); 7,50‒7,54 (m, 1H, 1H-Ar), 7,74‒
7,82 (m, 4H, 4H-Ar), 8,19‒8,21 (m, 2H, 2H-Ar), 8,41 (s, 1H, 1H-Ar); 10,23 (s, 1H, NH) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 24,52; 117,78; 122,07; 122,34; 122,72; 123,29; 
126,86; 130,20; 138,68; 140,57; 168,79; 169,12; 175,04 
IR (cm-1): 3319, 1669, 1601, 1581, 1561, 1508, 1477, 1406, 1368, 1278, 1216, 1094, 
1014, 843, 804, 757, 720, 694, 689, 534 
MS (ESI): 312,7 [M-H]-  Mr (izračunana): 313,7 g/mol      
Elementna sestava: C16H12ClN3O2   HR-MS: 314,0687 (Izračunana: 313,7384) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 6,9 min) 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
DNA topoizomeraze IIα 
39 
 
4.14 Sinteza 3-(5-(4-klorofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilina (21) 
 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 20 (0,1515 g; 0,48 mmol), dodamo HCl (0,48 mL; 2,4 mmol) in 
tetrahidrofuran (4 mL). Reakcijsko zmes segrevamo na oljni kopeli pri temperaturi vrenja 
(80 ºC). Po 4 dneh reakcijo ustavimo, tetrahidrofuran pa uparimo na rotavaporju. V bučko 
nalijemo 20 mL destilirane vode in naalkalimo z 10 M NaOH. Produkt odfiltriramo s 
presesavanjem in posušimo. 
 
Rezultati 
Izgled: beli kosmiči 
Izkoristek: 94 % 
Rf: 0,7 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 142‒144 ºC 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 5,47 (s, 2H, NH2); 6,75‒6,80 (d, 1H, J= 17,83 Hz, 1H-
Ar); 7,21‒7,24 (d, 2H, J= 10,45 Hz, 2H-Ar); 7,33 (s, 1H, 1H-Ar); 7,74‒7,76 (d, 2H, J= 
8,71 Hz, 2H-Ar); 8,17‒8,19 (d, 2H, J= 8,7 Hz, 2H-Ar) 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 112,40; 114;84; 117,43; 122,85; 126,91; 130,14; 
130,22; 138,54; 149,85; 169,32; 174,70  
IR (cm-1): 3364, 1611, 1488, 1465, 1405, 1358, 1270, 1093, 1015, 874, 840, 796, 752, 
680, 577, 537 
MS (ESI): 273,0 [M+H]+  Mr (izračunana): 271,7 g/mol      
Elementna sestava: C14H10ClN3O      HR-MS: 272,0581 (Izračunana: 271,7017) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 5,4 min) 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.15 Sinteza N-(3-(N`-((3-klorobenzoil)oksi)karbamimidoil) 
fenil)acetamida (22) 
 
 
 
Postopek 
V bučki raztopimo 3-klorobenzojsko kislino (0,39 g; 2,49 mmol) v diklorometanu (40 mL). 
Reakcijsko zmes ohladimo na ‒10 °C tako, da bučko postavimo na ledeno kopel iz ledu in 
soli. Nato dodamo trietilamin (0,35 mL; 2,49 mmol) in počakamo 15 minut, sledi 
dokapavanje etilkloroformata s pomočjo injekcijske brizge (0,25 mL; 2,59 mmol) ter 
počakamo 30 minut. Preverimo TLC in dodamo še trietilamin (0,12 mL) in spet počakamo 
15 minut. Ponovno dodamo še etilklorformat (0,08 mL) ter počakamo pol ure. Nato s 
pomočjo kapalnika dodamo spojino 2 (0,5 g; 2,59 mmol) raztopljenega v diklorometanu (80 
mL). Reakcijsko zmes prepihamo z argonom in pustimo pri sobni temperaturi. Po petih 
dnevih reakcijo zaključimo in diklorometan odparimo na rotavaporju. Produkt raztopimo v 
etil acetatu, dodamo par kapljic n-heksana in prefiltriramo s presesavanjem. Zaradi nastale 
soli produkt mešamo še v vodi  20 minut in ponovno prefiltriramo s presesavanjem.    
Rezultati 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 50 % 
Rf: 0,33 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 159‒160,5 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,06 (s, 3H, CH3CO); 7,06 (s, 2H, NH2); 7,56‒7,58 (d, 
2H, J= 7,93 Hz, 2H-Ar); 7,6 (s, 1H, 1H-Ar); 7,71 (s, 2H, 2H-Ar); 7,93 (s, 1H, 1H-Ar); 
8,12‒8,14 (d, 1H, J= 7,87 Hz, 1H-Ar); 8,26 (d, 1H, J= 3,48 Hz, 1H-Ar); 10,13 (s, 1H, 1H-
Ar) 
IR (cm-1): 3466, 3300, 1723, 1675, 1627, 1573, 1556, 1440, 1367, 1292, 1246, 1118, 
1066, 1008, 872, 806, 742, 713, 668, 536 
MS (ESI): 354,9 [M+Na]+     Mr (izračunana): 331,8 g/mol          
Elementna sestava: C16H14ClN3O3   HR-MS: 332,0794 (Izračunana: 331,7537) 
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.16 Sinteza N-(3-(5-(3-klorofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamida 
(23) 
 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 22 (0,230 g; 0,73 mmol) in dodamo toluen (20 mL). Zmes 
segrevamo na oljni kopeli pri temperaturi vrenja, opremimo s hladilnikom, zapremo s 
septami in prepihamo z argonom. Po 10 dneh reakcijo zaključimo in produkt odfiltriramo s 
presesavanjem ter posušimo.  
Rezultati 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 74 % 
Rf: 0,63 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 175‒177 ºC 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,09 (s, 3H, CH3CO); 7,47-7,54 (m, 1H, 1H-Ar); 7,69‒
7,80 (m, 2H, 2H-Ar); 7,80‒7,84 (m, 2H, 2H-Ar); 8,14‒8,18 (m, 2H, 2H-Ar); 8,41 (s, 1H, 
1H-Ar); 10,23 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3264, 3113, 1758, 1662, 1558, 1460, 1443, 1409, 1344, 1325, 1290, 1128, 1019, 
1019, 968, 883, 799, 771, 749, 675, 560, 536 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 24,52; 117,79; 122,09; 122,38; 125,74; 126,78; 
127,08; 127,86; 130,24; 132,10; 133,61; 134,64; 140,57; 168,80; 169,14; 174,67 
MS (ESI): 312,8 [M-H]-  Mr (izračunana): 313,7 g/mol       
Elementna sestava: C16H12ClN3O2          HR-MS: 314,0683 (Izračunana: 313,7384) 
HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 6,9 min)  
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
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4.17 Sinteza 3-(5-(3-klorofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilina (24) 
 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 23 (0,091 g; 0,29 mmol) in dodamo HCl (0,4 mL; 1,4 mmol) ter 
tetrahidrofuran (5 mL). Reakcijsko zmes segrevamo na oljni kopeli pri temperaturi vrenja 
(80 ºC). Po 4 dnevih reakcijo ustavimo in odparimo tetrahidrofuran na rotavaporju. V bučko 
dolijemo 20 mL destilirane vode in naalkalimo z 10 M NaOH do pH= 10. Produkt 
odfiltriramo s presesavanjem. Nato ga raztopimo v etil acetatu in odfiltriramo nečistote, 
filtratu pa odparimo etil acetat na rotavaporju.  
 
Rezultati 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 97 % 
Rf: 0,78 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 131‒133 ºC 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 5,56 (s, 2H, NH2); 6,77‒6,83 (d, 1H, J= 25,15 Hz, 1H-
Ar); 7,20‒7,26 (d, 2H, J= 23,44 Hz, 2H-Ar); 7,33‒7,35 (d, 1H, J= 28,58 Hz, 1H-Ar); 7,69‒
7,73 (m, 1H, 1H-Ar); 7,81‒7,84 (d, 1H, J= 11,29, 1H-Ar); 8,13‒8,17 (m, 2H, 2H-Ar) 
IR (cm-1): 3334, 1612, 1596, 1558, 1461, 1434, 1409, 1315, 1259, 1069, 875, 801, 770, 
749, 672, 572, 542 
13C-NMR (75MHz, CDCl3): δ[ppm] 112,44; 114,87; 117,48; 125,88; 126,83; 127,01; 
127,81; 130,19; 132,07; 133,49; 134,63; 149,83; 169,43; 174,32 
MS (ESI): 336,0 [M+CH3CN+Na
+]+         Mr (izračunana): 271,7 g/mol  
Elementna sestava: C30H22Cl2N6O3             HR-MS: 272,0583 (Izračunana: 272,0583) 
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HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 5,5 min) 
4.18 Sinteza N-(3-(N`-((5-metiltiofen-2-karbonil)oksi)karbamimidoil) 
fenil)acetamida (25) 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo 5-metil-2-tiofenkarboksilno kislino (0,35 g; 2,59 mmol) in jo raztopimo 
v diklorometanu (40 mL). Reakcijo zmes ohladimo na ‒10 °C, tako da buško postavimo na 
ledeno kopel iz ledu in soli. Nato s pipeto dodamo tietilamin (0,35 mL; 2,49 mmol) in 
počakamo 15 minut. Zatem s pomočjo injekcije dokapavamo etilklorformat (0,25 mL; 2,59 
mmol) ter počakamo pol ure. Preverimo TLC in dodamo še trietilamin (0,12 mL) in ponovno 
počakamo 15 minut. Dodamo še etilklorformat (0,08 mL) in počakamo pol ure. Nato 
dodamo spojino 2 (0,5 g; 2,59 mmol) s pomočjo kapalnika, ki jo predhodno raztopimo v 
diklorometanu (80 mL). Reakcijsko zmes prepihamo z argonom in pustimo pri sobni 
temperaturi. Po 4 dnevih reakcijo ustavimo in odfiltriramo produkt s presesavanjem.  
Rezultati 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 42 % 
Rf: 0,41 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 158‒160 ºC 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,06 (s, 3H, CH3CO); 2,53 (s, 3H, CH3), 6,85‒6,89 (d, 
2H, J= 13,42 Hz, NH2); 6,96‒6,97 (d, 1H, J= 3,72 Hz, 1H-Ar); 7,36‒7,41 (d, 2H, J= 22,21 
Hz, 2H-Ar); 7,77‒7,81 (d, 1H, J= 16,47 Hz, 1H-Ar); 7,90 (d, 1H, J= 2,38 Hz, 1H-Ar); 
7,97‒7,98 (d, 1H, J= 3,93 Hz, 1H-Ar); 10,12 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3474, 3270, 1700, 1685, 1627,1573, 1553, 1442, 1398, 1364, 1281, 1244, 1201, 
891, 803, 738, 662, 594 
MS (ESI): 315,8 [M-H]-  Mr (izračunana): 317,4 g/mol          
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Elementna sestava: C15H15N3O3S  HR-MS: 318,0903 (Izračunana: 317,3629) 
4.19 Sinteza N-(3-(5-(5-metiltiofen-2-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il) 
fenil)acetamida (26) 
 
 
 
Postopek 
V bučko zatehtamo spojino 25 (0,230 g; 0,725 mmol) in dodamo toluen (25 mL). Reakcijsko 
zmes opremimo s hladilnikom, septami in prepihamo z argonom ter segrevamo na oljni 
kopeli pri temperaturi vrenja. Po 15 dneh vrenja reakcijo zaključimo in zmes prefiltriramo. 
Nato preostali toluen odparimo in nalijemo 15 mL svežega toluena ter izpadli produkt 
ponovno odfiltriramo s presesavanjem. Ta produkt nato še raztopimo v etil acetatu, dodamo 
par kapljic n-heksana in ponovno odfiltriramo s presesavanjem ter posušimo. 
Rezultati 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 7,4 % 
Rf: 0,59 (mobilna faza: kloroform/metanol= 9:1) 
Ttališča: 130‒131,5 ºC 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2,08 (s, 3H, CH3CO), 2,53 (s, 3H, CH3), 7,07‒7,12 (m, 
1H, 1H-Ar); 7,48‒7,52 (m, 1H, 1H-Ar); 7,69‒7,72 (d, 1H, J= 10,33 Hz, 1H-Ar); 7,82‒7,84 
(d, 1H, J= 3,96 Hz, 1H-Ar); 7,90‒7,91 (d, 1H, J= 11,64 Hz, 1H-Ar); 8,32‒8,34 (m, 1H, 
1H-Ar); 10,22 (s, 1H, NH) 
IR (cm-1): 3270, 2366, 1659, 1585, 1530, 1503, 1443, 1407, 1365, 1287, 1258, 1201, 1156, 
1114, 1020, 925, 895, 815, 751, 670, 678, 604, 562 
MS (ESI): 297,7 [M-H]-  Mr (izračunana): 299,4 g/mol          
Elementna sestava: C15H15N3O3S       HR-MS: 300,0791 (izračunana: 299,3476) 
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HPLC: čistost spojine 100 % pri 254 nm (tr= 6,4 min) 
5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 SINTEZA ACETAMIDA 1  
Acetamid 1 smo sintetizirali po že uveljavljenem postopku (35). Kot izhodno spojino smo 
uporabili 3-aminobenzonitril, ki smo ga N-acetilirali z acetanhidridom. Acetanhidrid smo 
dokapavali počasi in pri tem je aminska skupina 3-aminobenzonitrila reagirala s karbonilnim 
C-atomom acetanhidrida. Potek oziroma mehanizem reakcije je prikazan na Sliki 16. Sinteza 
je potekla v dobrih dveh urah, izkoristek pa je bil visok (94 %). Z izolacijo nismo imeli težav. 
Po dodatku vode in nekaj ledu, se je produkt izoboril. Kot stranski produkt je nastajala tudi 
ocetna kislina, kar smo zaznali v vonju produkta. Produkt smo zato prelili z mrzlo vodo, ga 
odfiltrirali s presesavanjem in ga na koncu temeljito posušili.  
 
Slika 16: Shematski prikaz mehanizma reakcije nastanka acetamida 1. 
5.2 SINTEZA AMIDOKSIMA 2 
Tudi za sintezo amidoksima smo uporabili že uveljavljen postopek priprave tovrstnih spojin 
(35). Pri tej reakciji gre za nukleofilno adicijo hidroksilamina na ciano skupino acetamida 
(Slika 17). Kot izhodni reagent smo uporabili hidroksilamonijev klorid, ki smo ga predhodno 
zdrobili v terilnici in posušili. Hidroksilamonijev klorid je bil v obliki soli, saj je v tej obliki 
bolj stabilen in ga tako lažje shranjujemo. Zato dodamo v reakcijsko zmes TEA (trietilamin), 
ki sprosti hidroksilamonijev klorid in omogoča nastanek amidoksima. Po 24 urah reakcija 
še ni potekla, zato smo dodali še dodatno količino hidroksilamonijevega klorida in TEA ter 
s tem poskrbeli, da je reakcija uspešno potekla do konca. Pri segrevanju smo bučko opremili 
s hladilnikom in klorkalcijevo cevko, da smo zagotovili čim bolj brezvodne pogoje. Po 
odparitvi topila je nastala lepljiva snov, zato smo dodali vodo in led ter s palčko drgnili po 
notranji steni bučke, kar je omogočilo, da se je produkt izoboril in smo ga lahko odfiltrirali. 
Izkoristek reakcije je bil 83 %.  
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Slika 17: Shematski prikaz mehanizma reakcije, ki vodi do nastanka amidoksima 2. 
5.3 SINTEZA O-ACILIRANIH AMIDOKSIMOV 3, 6, 12, 19, 22, 25 
 
Tretja stopnja reakcij, ki so vodile do končnih produktov, je bilo O-aciliranje predhodno 
sintetiziranih amidoksimov. Za aciliranje smo uporabili različne reagente. Za spojini 3 in 6 
smo uporabili kislinska klorida, in sicer 3-metoksibenzoil klorid in 4-metoksibenzoil klorid. 
Amidoksim smo raztopili v diklorometanu in ohladili reakcijsko zmes na 0 °C, s čimer smo 
dosegli boljšo selektivnost reakcije s hidroksilno skupino amidoksimov. Bučko smo nato 
zaprli s septami ter prepihali z argonom, da smo tako zagotovili brezvodne pogoje. S 
počasnim dokapavanjem kislinskega klorida smo tudi preprečevali nastanek stranskih 
produktov; npr. N-aciliranega ali N- in O- diaciliranega produkta. Amidoksim ima 
nukleofilno hidroksilno skupino, ki reagira s karbonilno skupino kislinskega klorida in tvori 
O-aciliran amidoksim (Slika 18), prav tako pa bi v reakcijo lahko kot nukleofil vstopala 
aminska skupina amidoksima. Zmes smo izolirali z ekstrakcijo, kjer smo organsko fazo 
spirali z vodo in nasičeno raztopino NaCl. Pri izolaciji 3 smo opazili, da se je ena izmed faz 
močno penila in ker nismo optimalno stresali reakcijske zmesi, je veliko produkta ostalo v 
vodni fazi. Izkoristek je bil zato le 12 %. Zato smo se odločili, da bomo reakcijo ponovili. 
Pri sintezi spojin 3 in 6 so bile na kromatogramu vidne dodatne lise poleg lise  produkta, ki 
pa smo jih lahko odstranili z raztapljanjem surovega produkta v etil acetatu in dodatku n-
heksana. Ostal nam je neraztopljen, čist produkt, ki smo ga odfiltrirali z odsesavanjem ter 
posušili. Odpravili smo napake v izvedbi izolacije in dobili izkoristek 79 %. Reakcijo za 
spojino 3 smo izvajali dobri dve uri, za spojino 6 pa 20 ur. Izkoristek za spojino 6 je bil tako 
tudi nekoliko manjši, 67 %. 
 Za sintezo spojine 12 smo namesto kislinskega klorida uporabili kislino, in sicer 4-
metilsulfonilbenzojsko kislino. Kislino smo raztopili v diklorometanu in reakcijsko zmes 
ohladili na ‒10 °C. Kislino smo sprva aktivirali s pomočjo TEA in počasnim dodajanjem  
destiliranega etilklorformata. V primerjavi s kislinskim kloridom, kjer poteče direktna 
nukleofilna substitucija, je potrebno kislino najprej aktivirati v mešan anhidrid (v našem 
primeru) in šele nato poteče nukleofilna substitucija. Po dodatku etilklorformata smo 
počakali 30 minut in šele nato dodali amidoksim, saj je moral najprej nastati mešan anhidrid. 
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Sprva smo produkt želeli izolirati z ekstrakcijo, vendar je produkt prehajal v obe fazi. 
Produkt smo zato odfiltrirali iz obeh faz in ga raztopili v etil acetatu. Tako smo  dobili čist 
produkt, nečistoče pa so ostale v matičnici. Izkoristek sicer ni bil tako visok, kot pri metodi 
O-aciliranja preko kislinskega klorida, saj smo dobili le 60 % pričakovanega produkta.  
Poskusili smo sintetizirati še več spojin s sulfonamidno skupino na fenilnem obroču, vendar 
reakcije niso bile uspešne. Poskusili smo jih sintetizirati po različnih postopkih, dobili smo 
več produktov, vendar po opravljeni kolonski kromatografiji noben produkt ni ustrezal 
želeni spojini. Namesto 4-metilsulfonilbenzojske kisline smo poskusili izvesti to reakcijo še 
s 4-sulfamoilbenzojsko kislino in s 4-kloro-3-sulfamoilbenzojsko kislino.  
Za sintezo spojine 19 smo uporabili kislinski klorid (4-klorobenzoil klorid) in za spojino 22 
kislino (3-klorobenzojska kislina). Reakciji smo izvedli enako, kot smo opisali zgoraj. 
Reakcija za spojino 19 je potekala 3 dni, za spojino 22 pa še en dan več. Po običajni izolaciji  
smo na TLC po obarvanju z orositvenim reagentom ugotovili še prisotnost 
trietilamonijevega klorida, zato smo produkta dodatno raztopili v vodi, ju nekaj minut mešali 
ter nato ponovno filtrirali z odsesavanjem. Tako smo dobili čisti spojini 19 in 22. Izkoristka 
sta bila še nekoliko nižja, kot v prej opisanih  reakcijah, in sta se gibala okoli 50 %.  
Pri spojini 25 smo pri reakciji O-aciliranja uporabili 5-metil-2-tiofen-karboksilno kislino. 
Kislino smo tako kot prej aktivirali s TEA in etilklorformatom pri znižani temperaturi. Po 
štirih dneh smo reakcijo ustavili ter dobljeni produkt odfiltrirali. Izkoristek je bil okoli 42 %.  
 
Slika 18: Mehanizem  reakcije nastanka O-aciliranih amidoksimov 3, 6, 12, 19, 22, 25. 
5.4 SINTEZA 3,5-DISUBSTITUIRANIH 1,2,4-OKSADIAZOLOV 4, 7, 
13, 20, 23, 26 
 
Obstaja več načinov, kako sintetizirati oksadiazolske obroče (37). V našem primeru smo 
intramolekularno ciklizacijo predhodno sintetiziranih O-aciliranih amidoksimov izvedli pri 
povišani temperaturi z vrenjem v toluenu. Reakcija ciklizacije v obročni sistem je pravzaprav 
nukleofilna substitucija, kjer najprej reagira nukleofilna aminska skupina z acilnim  
karbonilnim atomom ogljika (Slika 19). Spojini 13 in 26 nista bili dobro topni v toluenu. 
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Ciklizacija ni potekala kot pri ostalih spojinah, po dveh tednih smo reakcijo ustavili in 
produktu odparili topilo ter ga očistili s pomočjo etil acetata. Izkoristka sta bila zelo nizka, 
pod 10 %. Spojina 4 je bila izciklizirana najhitreje, že po 5 dnevih, izkoristek pa je bil 74 %. 
Ciklizacija pri spojini 7 je potekala kar 16 dni, vendar smo po izolaciji dobili čist produkt, 
izkoristek je bil nad 90 %. Reakcijski čas za spojino 20 je bil en teden, smo pa morali spojino 
dodatno čistiti, in sicer tako, da smo surov produkt suspendirali v etil acetatu, produkt pa 
potem odfiltrirali z odsesavanjem. To je bil tudi vzrok, da je bil izkoristek nekoliko nižji (56 
%). Po 10 dneh smo zaključili ciklizacijo spojine 23, izkoristek reakcije pa je bil 74 %.  
 
Slika 19: Prikaz mehanizma reakcije nastanka 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov s ciklizacijo O-
aciliranih amidoksimov  4, 7, 13, 20, 23, 26. 
 
5.5 HIDROLIZA AMIDOV 5, 8, 14, 21, 24 
 
Zadnja stopnja v sintezi nekaterih tarčnih spojin je bila kislinska hidroliza amidne vezi. Tako  
smo dobili končne deacetilirane spojine 5, 8, 14, 21, 24 (Slika 20). Hidrolizo smo izvedli s  
HCl v tetrahidrofuranu (THF). Po končanih reakcijah smo topilo uparili, dodali vodo in z 10 
M NaOH naalkalili reakcijsko zmes, da smo dobili pH vrednost zmesi okoli 10. Ob tem se 
je izoboril produkt, ki smo ga odfiltrirali z odsesavanjem. Hidroliza končne spojine 5 je 
potekla po 40 urah, izkoristek je bil skoraj 90 %. Spojino 8 smo izolirali že po 24 urah s kar 
98 % izkoristkom, spojino 14 pa po 3 dnevih z 82 % izkoristkom. Hidroliza spojin 21 in 24 
je potekala dlje ‒ približno 4 dni. Tudi v teh dveh primerih sta bila izkoristka visoka, obakrat 
čez 90 %.  
 
Slika 20: Shematski prikaz hidrolize amidov (sinteza spojin 5, 8, 14, 21, 24). 
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5.6 REZULTATI TESTIRANJA ENCIMSKEGA TESTA HTS 
 
In vitro encimski test HTS, ki smo ga opisali že v prejšnjem poglavju 3.2.6, smo uporabili 
za ugotavljanje zaviralne aktivnosti topo IIα načrtovanih spojin. S tem testom smo 
ovrednotili, ali je zaradi naših spojin onemogočeno razvijanje dodatno zvitega plazmida, ki 
ga katalizira ta encim. Kot standard (pozitivno kontrolo) smo pri testiranju uporabili 
zdravilno učinkovino etopozid, ki deluje tako, da encim zavira. V literaturi lahko najdemo 
določen IC50 etopozida 59.2 µM (49), mi smo s testom dobili vrednost IC50 14,2 µM. 
Rezultate relaksacijskega encimskega testa HTS sintetiziranih spojin podajamo v 
Preglednici II. 
Preglednica II: Rezultati biološkega vrednotenja sintetiziranih tarčnih spojin z uporabo relaksacijskega testa 
HTS. 
Številka 
spojine 
Oznaka 
spojine 
Kemijska formula MM LogP IC50 
[µM] 
etoposid 
 
588,56 1,12 14,2 
4 SMK 4  309,32 3,16 >1000 
5 SMK 5  267,28 3,45 311,3 
7 SMK 7 
 
309,32 3,16 >1000 
8 SMK 8  267,28 3,45 585,1 
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13 SMK 13 
 
357,38 1,99 >1000 
14 SMK 14  315,35 2,28 186,3  
 
20 SMK 20 
 
313,738 
 
3,84 >1000 
21 SMK 21  271,702 
 
4,13 433,6 
23 SMK 23 
 
313,74 3,84 461,4 
24 SMK 24  271,7 4,13 >1000 
26 SMK 26  299,35 3,6 >1000 
 
IC50 vrednost zaviranja nižjo od 600 µM je izkazovalo pet novo sintetiziranih spojin (5, 8, 
14, 21, 23). Spojini 4 in 7, kjer smo uvedli metoksi substituent na fenilnem obroču (Slika 
13, R2), nista pokazali zaviralnih lastnosti topo IIα, kot se je to izkazalo v primeru 
regioizomerov. Pomembna nova ugotovitev za ta kemijski razred pa je bila, da v primerjavi 
s prejšnjimi rezultati (35, 36) njuna aminska analoga (Slika 13, R1) (spojini 5 in 8) kažeta 
šibko zaviralno aktivnost topo IIα (IC50= 311,3 µM in IC50= 585,1 µM). Ta je bila bolj 
izrazita pri substituciji na mestu meta (Slika 13, R2). Najboljšo zaviralno aktivnost je 
pokazala spojina 14, ki ima prav tako prosto aminsko skupino in uvedeno metilsulfonilno 
skupino na drugi fenilni obroč; določena vrednost IC50je bila 186,3 µM. Ta je sicer še vedno 
višja od IC50 standarda, etopozida, vendar popolnoma primerljiva z do sedaj sintetiziranimi 
spojinami tega razreda. S tem smo potrdili, da uvedba sulfonske skupine ugodno vpliva na 
zaviranje encima, kar smo predvidevali na osnovi prehodno sintetiziranih 1,2,4-
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oksadiazolov. V primerjavi s to spojino pa analog 13 s prisotno N-acetilno skupino encima 
ne uspe zavreti.  
Uvedba klora (Slika 13, R2) v načrtovane molekule je različno vplivala na zaviranje topo 
IIα. Na mestu para je namreč šibke zaviralne lastnosti kazal analog s prosto aminsko skupino 
(spojina 21, IC50= 433,6 µM), pri mestu meta pa ravno obratno; tu je bil aktiven njegov 
acetamidni analog (spojina 23, IC50= 461,4 µM). Zamenjava fenilnega obroča (Slika 13, R2) 
za bioizosterno podoben tiofen (26) se, žal, ni izkazala za ugodno zamenjavo. Pri 
sintetiziranih spojinah opazimo kompleksnost medmolekulskega prepoznavanja tega 
kemijskega razreda, ki pogojuje uspešno inhibicijo encima.  
5.7 SIDRANJE SPOJINE 14 S PROSTO AMINSKO SKUPINO V 
VEZAVNO MESTO ČLOVEŠKE TOPOIZOMERAZE IIα ZA ATP 
 
Za najbolj aktivno spojino 14 s prosto aminsko skupino in uvedeno metilsulfonilno skupino 
smo izračunali tudi vezavno (sidrano) konformacijo v vezavnem mestu za ATP, ki se nahaja 
na N-terminalni oz. ATPazni domeni človeške topo Iiα, ter analizirali njene interakcije s tem 
mestom (Slika 14). Za spojine iz tega razreda so v predhodnih raziskavah že pokazali, da 
delujejo kot katalitični zaviralci in tako ne stabilizirajo kovalentnega kompleksa med topo II 
in DNA, kot to počnejo strupi topo II (36). Za te vezavne eksperimente in silico smo 
uporabili uveljavljen program za molekulsko sidranje ‒ program GOLD (44). Pri sidranju 
smo upoštevali položaj dveh kristalnih struktur vode, ki sta se v prejšnjih raziskavah izkazale 
za pomembne pri vezavi zaviralcev.  
Sidrana konformacija spojine 14 je predstavljena na Sliki 14. Črne črtkane črte predstavljajo 
predpostavljene vodikove vezi med preiskovano spojino in vezavnim mestom za ATP, 
rumene črtkane črte pa predstavljajo hidrofobne interakcije. Aminokislinski preostanki 
aktivnega mesta za ATP so predstavljeni s tremi različnimi barvami. Z vijolično so 
predstavljene aminokisline, ki v kristalni strukturi 1ZXM interagirajo z adeninskim delom 
nehidolizirajočega analoga AMP-PNP, rdeče obarvane aminokisline interagirajo z ribozo, 
zelene pa s fosfatnim delom.  
Aminska skupina sidrane spojine 14 tvori vodikovo vez s karbonilnim kisikom aminokisline 
Asn120. Ta del molekule se veže v adeninski del vezavnega mesta za ATP v kristalni 
strukturi. Nadalje lahko opazimo, da molekula nima direktnih interakcij s »sladkornim« 
delom ATP-žepa, medtem ko oba fenilna obroča spojine 14 tvorita hidrofobne interakcije z 
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aminokislinami vezavnega žepa za ATP. Pomen metilsulfonilnega dela za zaviralno 
aktivnost tako lahko razložimo z interakcijami (vodikovimi vezmi), ki jih tvorijo 
aminokisline Arg162, Asn163, Tyr165 (le-te v kristalni strukturi integrirajo s fosfatnim 
delom ATP), z obema kisikoma metilsulfonilne skupine spojine 14.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 21: Izračunana vezavna konformacija sintetizirane spojine 14 z opaženimi medmolekulskimi 
interakcijami v vezavnem mestu za ATP. Uporabili smo dostopno kristalno strukturo N-terminalne ATPazne 
domene človeške topo IIα (PDB: 1ZXM). Barve aminokislinskih preostankov so razložene v poglavju 5.7. 
 
5.8 PREISKOVANJE CITOTOKSIČNOSTI AKTIVNE MOLEKULE 14 
NA RAKAVI CELIČNI LINIJI 
 
Da bi ovrednotili sposobnost aktivnih molekul oksadiazolskega razreda za zaviranje rasti 
rakavih celic, smo izbrali najobetavnejšo spojino, ki smo jo sintetizirali, spojino 14.  Le-to 
smo nato testirali v testu citotoksičnosti (MTS-test, opisan v Materialnih in metodah) z 
uporabo rakave celične linije MCF-7 (rak dojke). Graf preživetja celic pri različnih 
koncentracijah preiskovane spojine je predstavljen na Sliki 22.  
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Slika 22: Procent preživelosti celic (%) v odvisnosti od koncentracije spojine 14 (levo) in referenčne spojine, 
etopozida (desno), v testu citotoksičnosti MTS. Signifikantnost razlike med kontrolo topila (0.5 % DMSO) in 
tretiranimi celicami je bila določena s pomočjo ANOVE (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). 
 
Ugotovili smo, da spojina 14  signifikantno zmanjša preživelost celic tako pri koncentraciji  
50 μM kot tudi 100 μM. Določili smo tudi  IC50 spojine 14, ki je 54,5 μM v primerjavi z 
etopozidom, za katerega smo določili IC50 12,6 µM. Spojina 14 tako predstavlja prvo 
opisano spojino iz razreda substituiranih 1,2,4-oksadiazolov, ki izkazuje tako zaviralno 
delovanje na encim topo IIα kot tudi sposobnost zaviranja rasti rakave celične linije MCF-7 
(rak dojke). Rezultati treh bioloških poskusov (vsak v treh tehničnih ponovitvah) so 
prikazani na Sliki 22.  
 
Spojina 14 tako izkazuje EC50 pri sicer nekoliko višji koncentraciji, kot že terapevtsko 
uporabljen topo IIα zaviralcec etopozid, vendar je velikostni razred zaviranja celične rasti 
za obe spojini popolnoma primerljiv. S tem obetavnim rezultatom eksperimenta MTS 
izvedenega na celični liniji MCF-7 se je potencial preiskovanega kemijskega razreda 3,5-
disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov za nadaljnji razvoj protirakavih učinkovin še povečal. 
  
Mojca Klemenčič: Sinteza novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot zaviralcev človeške 
DNA topoizomeraze IIα 
54 
 
6. SKLEP 
 
Na osnovi poznavanja odnosa med strukturo in delovanjem (SAR) razreda 3,5-
disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov pridobljenega iz predhodnih študij smo izhajajoč iz štirih 
izhodnih spojin A-D sintetizirali 11 novih spojin tega kemijskega razreda, za katerega smo 
pričakovali, da bodo delovali kot zaviralci človeške DNA topoizomeraze IIα:  N-(3-(5-(3-
metoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamid (4), N-(3-(5-(4-metoksifenil)-1,2,4-
oksadiazol-3-il)fenil)acetamid (7), N-(3-(5-(4-(metilsulfonil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)fenil)acetamid (13), N-(3-(5-(4-klorofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamid (20) in N-
(3-(5-(3-klorofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamid (23) ter njihove aminske derivate 
(5, 8, 14, 21, 24). Pripravili smo tudi N-(3-(5-(5-metiltiofen-2-il)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)fenil)acetamid (26). 
Sintezo izbranih spojin smo začeli z znanim postopkom sinteze N-(3-cianofenil)acetamida, 
ki smo ga nato pretvorili v ustrezen amidoksim. Ta je služil kot izhodni reagent vseh končnih 
sintetiziranih spojin.  
Amidoksime smo O-acilirali s pomočjo ustrezno substituiranih kislin ali pa kislinskih 
kloridov, pri slednjih smo imeli tudi večje izkoristke. Reakcijski postopki so bili ustaljeni, 
spremenili smo le način izolacije. Boljša kot ekstrakcija se je pokazala kar izolacija s 
preobarjanjem z etil acetatom in n-heksanom.  
Reakcije smo izvajali v brezvodnih pogojih, prav tako smo natančno uravnali temperaturo 
med reakcijami, da smo se izognili diaciliranim produktom. Izvedene reakcije so uspešno 
potekle, dobili smo sicer tudi nekaj stranskih produktov, ki smo jih brez večjih težav 
odstranili z uporabo različnih tehnik. 
S pomočjo toluena smo pri temperaturi vrenja tvorili 1,2,4-oksadiazolski obroč z visokimi 
izkoristki. Vsi postopki so bili ustaljeni in so se izkazali za pravilne sintezne pristope. Nekaj 
težav je bilo le pri spojini 14, saj spojina 13 ni bila popolnoma topna v toluenu.  
Prav tako smo uspešno izvedli tudi hidrolizo amidne vezi pri kislimh pogojih, da smo dobili 
še nesubstituirane aniline. Postopek izolacije se je nekoliko razlikoval. Namesto ekstrakcije, 
ki je bila uporabljena v predhodnih sintezah, smo mi le odfiltrirali naš izpadli produkt. 
Z uporabo relaksacijskega testa HTS smo 11 sintetiziranih končnih spojin biološko testirali, 
da smo ovrednotili njihove zaviralne aktivnosti na topo IIα. IC50 nižjo od 1000 µM je 
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izkazovalo 5 novo sintetiziranih spojin (5, 8, 14, 21, 23). V primerjavi s prejšnjimi 
raziskavami smo tokrat prvič identificirali 3,5-disubstituirane 1,2,4-oksadiazole, ki imajo 
zaviralno aktivnost topo IIα tudi pri aminskih derivatih, kar do sedaj še ni bilo objavljeno. 
Tako so bile spojine s prosto aminsko skupino in uvedenim klorom in metoksi skupino na 
fenilnem obroču aktivne v relaksacijskem testu topo II. Pri uvedeni skupini metoksi je bila 
bolj ugodna substitucija meta, medtem ko pri uvedenem klorovem substituentu sam položaj 
tega halogena ni bil tako pomemben. Na uspešnost inhibicije je bolj vplivalo, ali je spojina 
imela acetamidno ali prosto aminsko skupino na drugem fenilnem obroču molekule, saj so 
bile spojine s prosto aminsko skupino večinoma bolj aktivne.  
Najboljše rezultate je pri testiranju pokazala spojina 14 s prosto aminsko skupino in uvedeno 
metilsulfonsko skupino na drugem fenilnem obroču. S tem smo tudi potrdili našo hipotezo, 
da sulfonska skupina, lahko ugodno vpliva na zaviralno aktivnost topo IIα takih 1,2,4-
oksadiazolov. IC50 te spojine je bil 186,3 µM in je primerljiv z najboljšimi do sedaj odkritimi 
spojinami te serije. Tej spojini smo izračunali tudi vezavno konformacijo v vezavnem mestu 
za ATP in ovrednotili njene intermolekulane interakcije s tem mestom. Glavna interakcija 
je predvidoma vodikova vez s karbonilnim kisikom aminokisline Asn120. 
V nadaljevanju smo za spojino 14  izvedli tudi test citotoksičnosti z uporabo testa MTS na 
celični liniji raka dojke MCF-7. Spojina je močno zmanjšala preživetje rakavih celic in 
določili smo obetavno vrednost EC50 54,5 µM. Opaženo citotoksično delovanje te spojine 
na celični liniji MCF-7 je v istem velikostnem razredu kot delovanje strupa topo II etopozida, 
ki ga uporabljamo v klinični praksi, in za katerega smo določili EC50 12,6 µM. To je tudi 
prva znana spojina 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov, ki izkazuje zaviralno delovanje 
na topo IIα in je sposobna zaviranja rasti rakavih celic. 
Rezultati tega raziskovalnega dela predstavljajo pomembne nove informacije o delovanju  
kemijskega razreda 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov na molekulski motor človeško 
DNA topoizomerazo IIα, ki bodo omogočili nadaljnji razvoj te skupine spojin bodisi do 
potencialno novih protirakavih učinkovin bodisi pa bodo molekule služile kot učinkovita 
molekulska orodja za študij njegove funkcije.  
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